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Zusammenfassung 
 
Die Glykolyse ist einer der ältesten Stoffwechselwege, die daran beteiligten Enzyme sind 
universell in Eukaryoten, Eubakterien und Archaeabakterien vorhanden. Während die 
Glykolyse in Eukaryoten normalerweise im Cytosol lokalisiert ist, konnte bereits in einer 
früheren Arbeit die Präsenz eines funktionellen Fusionsproteins aus den zwei 
glykolytischen Enzymen Triosephosphatisomerase (TPI) und Glycerinaldehyd-3-
Phosphatdehydrogenase (GAPDH), welches in die Mitochondrien der Diatomee 
Phaeodactylum tricornutum importiert wird, nachgewiesen werden (Liaud et al. 2000). 
Auch Oomyceten und Braunalgen, die wie Diatomeen zu den Heterokonten gehören, 
besitzen diese bifunktionelle TPI-GAPDH und es wurden weitere glykolytische Enzyme 
im Mitochondrium von Heterokonten postuliert.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein bereits existierendes 
Transformationssystem für Phaeodactylum (Apt et al. 1996, Zaslavskaia et al. 2000) in der 
Arbeitsgruppe etabliert und mittels GFP gekoppelter in vivo Expression die intrazelluläre 
Lokalisierung von Präsequenzen glykolytischer Proteine bestimmt.  
Für je eine Isoform der Triosephosphat Isomerase, Glycerinaldehyd-3-
Phosphatdehydrogenase (GAPDH), Phosphoglyceratkinase (PGK), 
Phosphoglyceratmutase (PGM), Enolase (ENO) und Pyruvatkinase (PYK) aus 
Phaeodactylum konnte hierbei ein Import in die Mitochondrien gezeigt werden. 
In heterologen Ansätzen wurden zudem mitochondriale Isoformen des TPI-GAPDH 
Fusionsproteins, der Phosphoglyceratmutase und der Pyruvatkinase aus Oomyceten 
bestimmt, während z. B. in den Braunalgen (bisher) lediglich eine mitochondriale TPI-
GAPDH identifiziert werden konnte. 
Die phylogenetischen Analysen der Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase, der 
Phosphoglyceratkinase und der Pyruvatkinase zeigen, dass die mitochondrialen Isoformen 
der Heterokonten einen gemeinsamen Ursprung haben und sie schon vor der Akquirierung 
des Plastidens in dem gemeinsamen Vorfahren vorhanden waren. Diese partielle 
Glykolyse, die zusätzlich zu der Glykolyse im Cytosol existiert, kommt wahrscheinlich bei 
allen Heterokonten vor und könnte ein Merkmal dieser Gruppe sein.  
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1. Einleitung  
 
Eukaryotische Zellen weisen durch ihre Kompartimentierung im Vergleich zu Prokaryoten 
eine deutliche komplexere Zellstruktur auf. Neben dem Nukleus (Zellkern), in welchem 
die DNA (das Genom) organisiert ist, besitzen Eukaryoten ein weit verzweigtes 
Endomembransystem und Organellen, hierzu zählen die Mitochondrien sowie die 
Chloroplasten fotosynthetischer Organismen. Ende des 19. Jahrhunderts vermuteten die 
deutschen Biologen Richard Altmann und Andreas Schimper, dass diese Organellen 
ursprünglich frei lebende Organismen waren. Dieser für die damalige Zeit revolutionäre 
Gedanke stellte die Entstehung neuer Organismengruppen durch (endo)symbiotische 
Ereignisse der linearen, hierarchisch gegliederten Artbildung Darwins gegenüber. Richard 
Altmann ging sogar soweit, zu vermuten, dass die Mitochondrien (von ihm Bioblasten 
genannt) eine metabolische und genetische Autonomie besitzen (Altmann 1890). 
Zeitgleich zeigte der Algenphysiologe Friedrich Schmitz für die Plastiden der Algen, dass 
sie durch Teilung auseinander hervorgehen und nicht, wie bis dahin angenommen, de novo 
entstehen. Constantin S. Mereschkowsky erkannte die morphologische und physiologische 
Ähnlichkeit der Plastiden zu den Cyanobakterien und postulierte 1910 die Entstehung der 
Organismen durch Symbiogenese. Diesen Gedanken nahm die Biologin Lynn Margulis 
wieder auf und formulierte 1970 die Endosymbionten-Theorie in moderner Form. Diese 
besagt, dass die Organellen eukaryotischer Zellen durch Phagocytose oder Fusion von 
verschiedenen Organismen entstanden (Mereschkowsky 1910, Margulis 1970). Aus dem 
gegenseitigen Nutzen auf metabolischer Ebene entwickelten sich durch massiven 
Gentransfer vom Symbionten in das Genom der Wirtszelle eine genetische Abhängigkeit 
und die Reduzierung des Endosymbionten zur Organelle. 
 
 
1.1. Entstehung der Eukaryotenzelle 
 
Das vorhanden sein von Mitochondrien wurde früher dadurch erklärt, dass ein Ureukaryot 
(Archaezoen) ohne Mitochondrium ein α- Proteobakterium phagozytierte und im Laufe der 
Evolution wurde dieser zu einer Organelle reduziert. Das Problematische bei dieser 
Sichtweise ist, das keine rezenten Organismen bekannt sind, die nie ein Mitochondrium 
besessen haben, sondern die heutigen mitochondrienlosen Eukaryoten sind sekundär 
amitochondrial. William Martin und Miklós Müller haben 1998 die sogenannte Hydrogen-
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Hypothese aufgestellt, in der die Präsenz der Mitochondrien in heutigen Eukaryoten 
erklärt, ohne, dass dafür ein amitochondrialer Ureukaryot hätte existieren müssen. Diese 
Hypothese geht davon aus das es einen Ureukaryoten nicht gegeben hat, sondern der 
Eukaryot schon aus einer zellulären Symbiose von methanogenen Archaeen und einem α-
Proteobakterium hervorgegangen ist.  
α-Proteobakterien sind fakultative Anaerobier, d. h., sie können ATP durch Gärung 
gewinnen. Dabei wird Pyruvat in H2, CO2 und Essigsäure umgewandelt, eine Reaktion, die 
auch in Hydrogenosomen stattfindet. Die Hydrogenosomen kommen in anaeroben 
Protozoen (z. B. Ciliaten und Trichomonaden) vor. Solche Organismen enthalten 
zusätzlich als Endocytobionten methanogene Archaeen. Diese bilden aus H2 und CO2, 
Methan und Wasser und produzieren dabei ATP. Die Hydrogenosomen und die 
methanogene Archaeen sind in diesen Zellen eng assoziiert. Eine solche Assoziation ist die 
Grundlage der Hydrogen-Hypothese. Ein methanogener Archaebakterium lagert sich unter 
anaeroben Bedingungen an gärende α-Proteobakterien an, wodurch das methanogene 
Archaebakterium von abiotischen Wasserstoffquellen unabhängig wird. Im Laufe der Zeit 
konnte diese Assoziation gefestigt werden, in dem der methanogene Archaebakterium 
seinen Wasserstofflieferanten umschloss und ihn somit einverleibte. Damit Verbunden ist 
aber, dass die Gene für die organischen Substrattransporter von dem Bakteriengenom in 
das Archaegenom transferiert werden, um die organischen Substrate für die Gärung des 
Endosymbionten aus der Umwelt aufnehmen zu können. Somit entwickelte sich aus der 
anfänglichen Assoziation eine Endosymbiose. Mit der Zunahme der 
Sauerstoffkonzentration in der Atmosphäre wurden diese Endosymbionten zu 
Mitochondrien, unter anaeroben Bedingungen zu Hydrogenosomen. Das der Ursprung der 
„Wirtszelle“ bei den Archaebakterien zu suchen ist lässt sich auch anhand der Gene für die 
Zellstruktur und das genetische Transkriptions- und Translationssystem ableiten, im 
Gegensatz dazu hat der eukaryotische Primärmetabolismus einen eubakteriellen Ursprung 
(Martin et al. 1993; Martin und Schnarrenberger 1997; Ronimus und Morgan 2003).  
Die Hydrogen-Hypothese verlangt also keine Neuerfindungen, sondern nur 
Umlokalisierungen von bereits vorhandenen Stoffwechselwegen, wie zum Beispiel die 
Verlagerung des Glukose Abbaus (Glykolyse) in das Wirtscytosol. Im Archaeacytosol 
existiert ein Glukose aufbauender Stoffwechselweg, diese Komponenten mussten im Laufe 
der Evolution eliminiert oder reguliert werden. Somit ist der Wirt zum Heterotrophen 
geworden und Wasserstoff wieder zum „Abfallprodukt“ (Martin und Müller 1998). Es 
bleibt aber offen woher die anderen Merkmale der Eukaryotenzelle, wie z. B. das 
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Cytoskelett, die Endomembranen und die Chromosomen, abstammen. Im Laufe der 
Symbiogenese wurden die meisten Gene des Symbionten in das Kerngenom transferiert. 
Doch einige der Genprodukte wurden bzw. werden weiterhin im Symbionten bzw. in der 
Organelle gebraucht. Es musste also ein Mechanismus entwickelt werden der es erlaubt, 
die Genprodukte wieder in den Symbionten zurückzutransportieren. Die Errungenschaft 
von Targeting Signalen und die passenden Transporter um das Protein in die Organelle zu 
bekommen waren eine wichtige Voraussetzung. Die Akquirierung von Importsignalen 
kann zum Beispiel durch Exon-shuffling ermöglicht worden sein. Bestehende Teile eines 
Genes können für ein anderes Gen als Importsignal dienen. Bei der Kartoffel konnte 
gezeigt werden, dass für das Targeting Signal des Cytochroms c1 die drei ersten Exons der 
GapC rekrutiert wurden. (Long et al. 1996).  
 
 
Import von Proteinen in das Mitochondrium 
 
Für den Import in die Organellen brauchen die kerncodierten Proteine ein Targeting 
Signal, was in der Regel eine N-terminale Präsequenz von ca. 20-50 Aminosäuren Länge 
ist. Die Importsignale weisen keine Konsensussequenz auf, vielmehr ist ihre 
Sekundärstruktur von Bedeutung (Schatz et al. 1996). Die mitochondrialen Targeting 
Signale bilden häufig amphipathische α-Helices, auf der einen Seite befinden sich basische 
Aminosäuren auf der anderen neutrale oder hydrophobe Reste (Chacinska et al. 2002). 
Charakteristika für mitochondriale Importsignale sind positiv geladene Aminosäuren 
(Arginin [R] und Lysin [K]) alternierend mit hydrophoben Aminosäuren (Alanin [A], 
Valin [V], Leucin [L] und Isoleucin [I]) (von Heijne 1986, Chacinska et al. 2002). Für die 
korrekte Lokalisierung wird neben dem Targeting Signal auch noch ein 
Importmechanismus an der Organelle benötigt. In den Membranen des Mitochondriums 
befindet sich ein Protein-Import-Komplex, sowohl in der Außen- wie auch in der Inneren-
Membran. Diese Importkomplexe sind gemäß ihrer evolutionsbiologischen Herkunft 
(innere Membran vom Endosymbionten, äußere Membran vom Wirt) nicht miteinander 
verwandt. In der äußeren Membran sitzt der als TOM („protein translocase of the 
mitochondrial outer membrane“) bezeichnete Transportkomplex. Damit das Präprotein in 
die Matrix gelangt, muss es noch durch die innere Membran, dies geschieht über dem 
TIM-Komplex („protein translocase of the mitochondrial inner membrane“). Die 
kerncodierten Proteine (Präproteine) werden im Cytosol synthetisiert und posttranslational 
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zu der Organelle transportiert. Für den Transport durch die Membranen muss das 
Präprotein ungefaltet sein, bzw. es wird von Helfer Proteinen entfaltet (Wilcox 2005). Des 
Weiteren sind ein Membranpotenzial und die Hydrolyse von ATP notwendig (Diekert et 
al. 1999). Der TOM- und der TIM-Komplex bestehen aus einer Vielzahl von Proteinen. 
Die Erkennung der N-terminalen Präsequenzen wird von einem Rezeptor des TOM-
Komplexes (Tom20) vermittelt. Nach dem Import in die Matrix wird das N-terminale 
Targeting Signal durch eine Peptidase abgespalten.  
Einige kerncodierte mitochondriale Proteine besitzen keine erkennbare N-terminale 
Targeting Sequenz, dazu gehören die Carrier Proteine der inneren Mitochondrienmembran 
(Rassow und Pfanner 2000). Ihr Erkennungsmerkmal liegt wahrscheinlich in der Sequenz 
des Proteins selbst (Palmisano et al. 1998). Bei den Häm-Lyasen konnte gezeigt werden, 
dass sich das interne Targeting Signal im dritten Viertel des Proteins befindet und einen 
hydrophilen Charakter besitzt (Diekert et al. 1999).  
In der Abbildung 1 sind schematisch die Import-Transporter durch die 
Mitochondrienmembranen dargestellt. Je nachdem ob die Erkennungssequenz im 
Präprotein oder am N-Terminus liegt, werden die Proteine von Tom70 oder Tom20 
erkannt und durch die Hauptimportpore (GIP, general import pore) in den 
Intermembranraum (IMS) transportiert. Proteine mit einer N-terminalen 
Erkennungssequenz werden dann durch den Tim23-Komplex in die Mitochondrien Matrix 
mit Hilfe von Proteinen an der Innenseite der Innenmembran (u. a. mtHSP70) gebracht. 
Proteine der Innenmembran werden meistens von Tom70 erkannt und dann zu dem Tim22 
Komplex weitergeleitet, von dem sie dann in die Membran entlassen werden können. 
Kleinere Proteine, die z. B. im Intermembranraum benötigt werden, können auch direkt 
durch den GIP ohne Kontakt zu den Rezeptoren in den Intermembranraum gelangen. Es 
gibt auch Membranproteine der Innenmembran, die durch den Tom20 Rezeptor erkannt 
werden und dann zu Tim22 weitergeleitet werden. Diese kurze Ausführung zeigt die 
Variabilität und Komplexität dieses Importsystems (zusammengefasst in Rassow und 
Pfanner 2000, Mokranjac und Neupert 2005, Rapaport 2005).  
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Interessant ist, dass anscheinend nur der GIP zwischen allen Eukaryoten konserviert ist. 
Kürzlich konnte gezeigt werden das es in Arabidopsis ebenfalls ein Tom20 Protein 
existiert, welches funktionell und strukturell Ähnlichkeit zu dem von Tieren und Pilzen 
besitzt (Perry et al. 2006). Die Anordnung in der Membran von dem Arabidopsis Tom20 
(AtTom20) ist genau umgekehrt zu dem von Tieren und Pilzen. AtTom20 besitzt die 
Transmembrandomäne am C-Terminus, die von Tieren und Pilzen ist am N-Terminus des 
Proteins lokalisiert. Perry und Mitarbeiter gehen davon aus, dass es sich hierbei um ein 
Beispiel von konvergenter Evolution handelt. Tom20 Proteine evolvierten von zwei 
verschiedenen Genen, nach der Trennung der Pflanzen- und der Tier-Linie, da 
wahrscheinlich zu Anfangszeiten der Mitochondrienevolution die Hauptimportpore 
ausgereicht hat, um Proteine in die Organelle zu transportieren. Erst mit Erreichung einer 
höheren Organisationsstufe der Organismen musste das Importsystem effizienter werden 
und zusätzliche Translokatoren entwickelt werden (zusammengefasst in Lister und 
Whealan 2006). 
Abb. 1: Vereinfachtes Model der Mitochondrien Import Maschinerie aus Rassow und 
Pfanner 2000. Tom =. protein translocase of the mitochondrial outer membrane; Tim = 
protein translocase of the mitochondrial inner membrane; GIP = general import pore; IMS 
= Intermembranraum; OM = Aussenmembran; IM = Inneremembran. 
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1.2 Entstehung fotosynthetisch aktiver Zellen  
  
Fotoautotrophe Eukaryoten besitzen zusätzlich zu den Mitochondrien noch eine weitere 
Organelle, den Chloroplasten. Dieser stammt wie das Mitochondrium ebenfalls von einem 
endosymbiontischen Ereignis mit einem ursprünglichen Eukaryoten ab, hierbei wurde ein 
Cyanobakterium aufgenommen (Mereschkowsky 1905 und 1910, Gray1993, Martin et al. 
1998, Cavalier-Smith 2000). Bei fotosynthetischen Eukaryoten unterscheidet man 
Plastiden, die durch eine primäre oder eine sekundäre Endosymbiose entstanden (siehe 
Abbildung 2). Die Plastiden der primären Endosymbiose besitzen wie die Mitochondrien 
zwei Membranen, die Äußere entspricht der Phagocytosemembran des Wirtes die Innere 
ist die Zellmembran des Endosymbionten. Solche Plastiden finden wir heute bei den 
Glaucophyten, Rotalgen (Rhodophyta), Grünalgen (Chlorophyta) und die aus Ihnen 
hervorgegangenen Landpflanzen wieder. Heute geht man davon aus, dass die Entstehung 
von Plastiden durch die primäre Endosymbiose nur einmal vorgekommen ist. (Liaud 1994, 
Douglas 1998, Martin et al. 1998, Cavalier-Smith 2000). 
Die meisten Algen besitzen jedoch Plastiden mit mehr als zwei Membranen (drei oder 
vier). Ihre Plastiden sind aus einer sekundären Endosymbiose entstanden, bei der eine Alge 
mit primären Plastiden von einem Eukaryoten endozytiert wurde (Gibbs 1981, Douglas 
1994, Mc Fadden und Gilson 1995, Palmer und Delwiche 1999, Cavalier-Smith 2000). 
Solche komplexen Plastiden sind mindestens zweimal in der Evolution entstanden, wobei 
eine Grünalge oder eine Rotalge endozytiert wurde (Prechtl und Maier 2001).  
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Abb. 2: Evolution fotosynthetischer Eukaryoten. A) Entstehung der drei Hauptlinien der 
Glaucocystophyta, Grünalgen und Rotalgen durch primäre Endosymbiose mit einem 
Cyanobakterium. B) Sekundäre Endosymbiosen mit Grün- („Green Lineage“) oder Rotalgen („Red 
Lineage“). C) Entstehung von Dinophyten mit Fucoxanthin-haltigen komplexen Plastiden durch 
tertiäre Endosymbiose mit einem Haptophyten. Eingekästelt sind die Heterokonten. Abbildung 
modifiziert nach Delwiche 1999. 
 
 
Die Plastiden aus einer sekundären Endosymbiose unterscheiden sich auch in der 
Zusammensetzung ihres Chlorophylls. Die aus der „roten Linie“ besitzen Chlorophyll a 
und c, die aus der „grünen Linie“ Chlorophyll b und c. Wie oft es jeweils zu einer 
sekundären Endosymbiose gekommen ist, wird kontrovers diskutiert. Bei den komplexen 
Plastiden der „grünen Linie“ nimmt man an, dass sie aus zwei verschiedenen 
Endosymbiosen hervorgegangen sind. Bei den komplexen Plastiden der „roten Linie“ wird 
dies noch diskutiert. Zu Letzteren gehören die Algengruppen der Cryptophyten, 
Haptophyten und Heterokonten (auch zusammen als Chromista bezeichnet), aber auch die 
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Apicomplexa und Dinophyten (die komplette Gruppe wird auch als Chromalveolaten 
bezeichnet) (nach Cavalier-Smith 1999). Ein bekannter Vertreter der Apicomplexa ist der 
Malariaerreger Plasmodium falciparum. Die Apicomplexa besitzen einen mit vier 
Membranen umgebenen reduzierten Plastid, den Apikoplasten.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Monophylie der Chromalveolaten kann nicht durch 18S rDNA Analysen (Van de Peer 
und De Wachter 1997), cytosolischen Genen (Baldauf et a. 2000, Harper et al. 2005) und 
mitochondrialen Genen (Sanchez Puerta et al. 2004), bzw. den Analysen mitochondrialer 
Genome (Gray et al. 1998) gezeigt werden, da sie sich in verschiedenen Gruppen einteilen 
lassen, die durch unabhängige sekundäre Endocytobiosen entstanden sein könnten. Gegen 
einen solchen polyphyletischen Ursprung spricht, dass die verschiedenen Algen mit 
sekundären Plastiden der „roten Linie“ unabhängig voneinander solche komplexen 
Merkmale wie Chlorophyll c und den Proteinimportmechanismus durch vier Membranen 
entwickelt haben müssen. Auch auf molekularer Ebene liefert die plastidäre Isoform der 
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) einen Hinweis für die 
Monophylie. Die GAPDH ist nicht nur Bestandteil des plastidären Calvinzyklus, sondern 
auch der cytosolischen Glykolyse. Landpflanzen und aus einer primären Endosymbiose 
hervorgegangene Algen besitzen eine Gapdh des A- oder B-Typs in ihren Plastiden, 
welche ursprünglich vom Cyanobakterium abstammt (Martin et al. 1993). Alle 
Chromalveolaten haben in ihren Plastiden anstatt einer GapA/B eine homologe Version der 
cytosolischen GapC (Liaud et al. 1997 und 2000, Fagan et al. 1998, Fast et al. 2001), des 
so genannten GapC-1 Typs. Die GapC-1 musste die Spezifität für NAD+ in eine für 
NADP+ umwandeln, um die Aufgabe der GapA, bzw. GapB zu ersetzten, und zusätzlich 
ein Targetingsignal für den komplexen Plastid erwerben. Bei einem polyphyletischen 
Ursprung hätten derartige Entwicklungen mehrmals parallel stattfinden müssen, was eher 
unwahrscheinlich ist (Harper und Keeling 2003). Um die Diskrepanz zwischen 
Heterokonten 
Haptophyten 
Cryptophyten 
Apicomplexa 
Dinophyten 
Ciliaten 
Chromista 
Alveolata 
Chromalveolata 
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Monophylie und Polyphilie zu erklären, wird ein drittes Endosymbiontisches Ereignis 
postuliert (siehe dafür Teich 2006).  
 
Nach endosymbiontischen Ereignissen fand ein enormer Gentransfer vom Organell zum 
Kerngenom statt. Bei der sekundären Endosymbiose wurden auch Gene des Nukleus der 
primären Wirtszelle in das Kerngenom des sekundären Wirtes transferiert. Bei den meisten 
sekundären Endosymbiosen wurden der Kern und das Mitochondrium des eukaryotischen 
Endosymbionten im Laufe der Evolution reduziert, bzw. komplett eliminiert. Lediglich 
enthalten die Algengruppen, Cryptophyta und Chlorarachniophyta, noch Reste des 
ursprünglichen Kernes des eukaryotischen Endosymbionten, das Nucleomorph (Mc 
Fadden 1993). Die drei linearen Chromosomen des Nucleomorphen codieren für Gene, die 
für die Replikation, Teilung und Genexpression des Nucleomorphen notwendig sind. 
Weiterhin codieren sie noch für Proteinprodukte, die im Plastid benötigt werden, wie z. B. 
Rubredoxin und das Tubulin ähnlichen FtsZ-Protein, das an der Chloroplastenteilung 
beteiligt ist (Zauner et al. 2000, Maier et al. 2000, Douglas et al. 2001). Das Nucleomorph 
befindet sich im periplastidären Raum, der das Cytosol der primären Wirtszelle darstellt 
(Whatley et al. 1979), zwischen der zweiten und dritten Membran des Plastids (siehe 
Abbildung 3). Die äußerste Membran entspricht wahrscheinlich der Endocytosemembran 
des Wirtes (Membran Nr.1 in Abb.3). Die zweitäußerste Membran ist wahrscheinlich die 
Zellmembran des Endosymbionten. Die beiden inneren Membranen sind identisch mit der 
Chloroplastenhülle nach einer primären Endosymbiose. Bei Algen die nur drei Membranen 
um ihren Plastid besitzen, ist vermutlich die Plasmamembran des phagocytierten 
Eukaryoten (in Abb. 3 die Nr.2) reduziert worden (zusammengefasst in Cavalier-Smith 
2000). Bei einigen dieser Algen ist die äußerste Membran von Ribosomen umgeben, wie z. 
B. bei den Heterokonten. Diese ER-Membran um den Plastid, auch als Chloroplasten- ER 
bezeichnet (CER), scheint auch mit dem ER in der Zelle und der Kernhülle in Kontakt zu 
stehen (Gibbs 1979, zusammengefasst in Cavalier-Smith 2002). Für den Import von 
kerncodierten Proteinen ist ein Signal-Transitpeptid notwendig (erst ER, dann Plastid 
Import). Der genaue Mechanismus des Imports ist im Detail noch ungeklärt, es wird aber 
ein co-translationaler Import der Proteine vermutet (z. B. siehe Kilian und Kroth 2005).  
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1.3 Die Heterokonten  
 
Die Heterokonten, auch als Stramenopile oder Heterokontophyta bezeichnet, sind eine sehr 
große (mindestens neun Algenklassen) und sehr diverse Gruppe von Organismen, die 
sowohl in Süßwasser wie auch in Salzwasser leben und auch heterotrophe Organismen 
umfassen. Sie werden zu den Chromista gezählt, deren Plastiden durch sekundäre 
Endosymbiose mit einer Rotalge entstanden (siehe Abbildung 2, schwarz eingekästelt) und 
von vier Membranen umgeben sind, bei der Äußersten handelt es sich um das CER 
(Chloroplastisches Endoplasmatisches Rertikulum). Ein gemeinsames Merkmal dieser 
Gruppe ist die heterokonte Begeißelung (eine längere Peitschengeißel und eine kürzere, 
mit Flimmerhaaren besetzte Flimmergeißel), die z. T. nur noch in bestimmten 
Lebenszyklen ausgebildet wird. Zu dieser Gruppe gehören die großen Tange (Braunalgen) 
sowie mikroskopisch kleine Algen (z. B. Diatomeen, Chrysophyceae, Raphidophyceae) 
und auch die aplastidären Oomyceten. Der bekannteste Vertreter der Oomyceten ist 
Phytophthora infestans, der Erreger der Kraut- und Knollenfäule bei der Kartoffel. (Van 
den Hoek et al. 1993)  
 
 
 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung einer Zelle nach einer sekundären Endosymbiose. Beim 
Plastiden sind die Membranen durch Nummeriert. Nr. 1: Endosymbiosemembran des Wirtes; 
Nr. 2: Zellmembran des phagozytierten Eukaryoten; Nr. 3 und 4: entspricht der 
Chloroplastenmembran nach einer primären Endosymbiose. Mito steht für Mitochondrium. 
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Die Braunalgen (Phaeophycaean) 
 
Die Phaeophyceaen repräsentieren eine wichtige und vielfältige Gruppe der Algen. Sie 
werden in 265 Gattungen mit 1500 bis 2000 Arten klassifiziert. Sie leben ausschließlich 
marin und werden von der oberen bis zur sublitoralen Gewässerzone gefunden, die meisten 
leben festgewachsen auf den Felsenküsten der Meere. In den Gebieten des gemäßigten bis 
subpolaren Klimas zeigen sie die größte morphologische Artenvielfalt. Braunalgen gibt es 
in allen Größen, von mikroskopisch kleinen Epiphyten bis zur Gattung Macrocystis, die 
größte aller marinen Algen, die im Durchschnitt 60 m lang wird. Bei den großen Arten 
kann eine Organdifferenzierung (Phylloide, Cauloide, Rhizoide) und 
Gewebedifferenzierung (Gewebethalli) unterschieden werden. Der Thallus einiger Arten 
kann mehrere Jahre alt werden (z. B. Ascophyllum nodosum), bei anderen Arten wird das 
Phylloid jedes Jahr neu gebildet (z. B. Laminaria saccharina und Dictyota dichotoma). Als 
charakteristisches Reservekohlenhydrat besitzen sie das Laminarin, aber auch Manitol und 
Lipide werden angereichert. Ihre charakteristische olivgrüne bis braune Färbung ist auf das 
Xantophyll Fucoxanthin zurückzuführen. (Van den Hoeck et al. 1993) 
 
 
Die Oomyceten  
 
Die Oomyceten wurden aufgrund der Myzelien bildenden Wachstumsform lange zu den 
Pilzen gezählt. Molekularbiologische Untersuchungen der rRNA Gene zeigen aber, dass 
sie eher zu den Heterokonten gehören. Weitere Unterschiede im Vergleich zu den Pilzen 
sind, dass ihre Zellwände Zellulose beinhalten und das ihre Zoosporen heterokont 
begeißelt sind. Ihr Lebensraum ist sehr vielfältig sie leben im Wasser, in Wassertieren, im 
Boden oder in Landpflanzen als Saprophyten oder Parasiten. Oomyceten gehören zu den 
Krankheitserregern, die weltweit wirtschaftlich bedeutende Schäden an Kulturpflanzen 
hervorrufen. Mitte des 19 Jh. vernichtete Phytophthora infestans der Erreger der Kraut- 
und Knollenfäule in Irland die kompletten Kartoffelernten, was zu Massen Auswanderung 
führte.  
Im Vergleich zu den anderen Heterokonten besitzen die Oomyceten keinen Plastiden oder 
Organellen die auf einen reduzierten Plastiden schließen lassen. Es wird vermutet, dass 
diese Organismen die Nachfahren der Wirtszelle darstellen, die damals die Rotalge 
aufgenommen hat, dies wird aus den 18S rRNA und Actin Sequenz Untersuchungen 
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gedeutet (Gunderson et al. 1987, Bhattacharya und Druehl 1988, Aritzia et al. 1991, 
Bhattacharya et al. 1991). Die Oomyceten könnten aber auch, kurz nach der sekundären 
Endosymbiose sich von den anderen Heterokonten bzw. Chromista getrennt und den 
Endosymbionten verloren haben, bevor es zur Etablierung des Endosymbionten als Plastid 
kam und damit auch vor dem Gentransfer vom Endosymbiontengenom zum Wirtsgenom 
(zusammengefasst in Andersson 2002 und Robertson 2006).  
 
 
Die Diatomeen (Bacillariophyceae) 
 
Diatomeen Leben in Marinen und Süßwasser Lebensräumen. Charakteristisch für sie sind 
die Zellwände mit Silikat-Einlagerungen, welche in einer Vielzahl von Formen und 
Strukturen auftreten (Round et al. 1990). Die Diatomeen spielen eine zentrale Rolle im 
Ökosystem, sie stellen in den Meeren eine der wichtigsten Gruppen des eukaryotischen 
Phytoplanktons dar und man geht davon aus das sie verantwortlich für ungefähr 40 % der 
marinen Primärproduktion sind (Falciatore und Bowler 2002, Falkowski et al. 1998 und 
2004).  
Diatomeen werden in zwei Ordnungen unterteilt, in die radiärsymmetrischen Centrales, z. 
B. Thalassiosira pseudonana und in die lang gestreckten, bilateralsymmetrischen Pennales, 
z. B. Phaeodactylum tricornutum (Scala und Bowler 2001). Zu den Diatomeen zählen über 
250 Gattungen mit mehr als 100 000 Arten (van den Hoek et al. 1993). Während von den 
beiden Diatomeen Thalassiosira pseudonana (EST: Maheswari et al. 2005, Genom: 
Armbrust et al. 2004) und Phaeodactylum tricornutum (EST: Maheswari et al. 2005, 
Genom Projekt ist in Arbeit) bereits EST- und Genomsequenzen etabliert wurden, sind für 
die weitergehende Forschung insbesondere Genexpressionsstudien und in vivo 
Genanalysen von Interesse. Um solche Studien durchführen zu können, wurde 
Phaeodactylum als Modellorganismus etabliert. Auf dem ersten Blick scheint er nicht der 
passende Kandidat zu sein, da er nicht nur in drei verschiedenen Wachstumsformen 
vorkommt (oval, dreistrahlig und fusiform), sondern auch ist seine Zellwand nur zum Teil 
verkieselt, was für die Diatomeen untypisch ist, aber die 18S rRNA Analysen zeigen, das 
er in der Mitte der pennaten Diatomeen-Linie gruppiert (Scala et al. 2002). Eine weitere 
gute Eigenschaft ist, die relative kurze Generationszeit von ca. 20 h und die einfache 
Kultivierung auf Platte oder in Flüssigkultur im Labor.  
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Das Genom gehört mit zu den kleinsten bekannten Eukaryotengenomen (< 20 Mb). Es sind 
bereits mehr als 12 000 Ests etabliert (Maheswari et al. 2005). Seit einigen Jahren existiert 
eine Transformationsmethode für Phaeodactylum und die Möglichkeit 
Lokalisierungsstudien in Phaeodactylum mit GFP durchzuführen (Apt et al. 1996, 
Zaslavskaia et al. 2000). 
Für die Entwicklung der Transformationsmethode wurde ein Vektor kreiert, bei dem ein 
Resistenzgen (sh ble) gegen Zeocin unter der Kontrolle des fcp Promotors/Terminators 
(fucoxanthin-chlorophyll bindende Proteine) aus Phaeodactylum steht (Apt et al. 1996). 
Fucoxanthin-chorophyll bindende Proteine stellen die Hauptkomponente des am 
Fotosystem II assoziierten Light Harvesting Complex bei Diatomeen und Braunalgen dar. 
Um diesen Vektor in Phaeodactylum einzubringen, wurde die Partikelkannonen 
Transformation gewählt (Apt et al. 1996). Zaslavskaia und Mitarbeiter verfeinerte die 
Methode durch die Konzeption des Vektors pPha-T1, der zum einen die sh ble Kassette für 
die primäre Selektion auf zeocinhaltigem Medium beinhaltet (Apt et al. 1996, Zaslavskaia 
et al. 2000) und eine vom fcp A Promotor von Phaeodactylum flankierte „multiple cloning 
site“ (MCS). Diese MCS erlaubt die Klonierung von Reportergenkonstrukten und damit 
ihre Expression in Phaeodactylum. Es können eine Vielfalt von Reportergenenen in 
Phaeodactylum expremiert werden, wie zum Beispiel das Gen für 
Chloramphenicolacetyltransferase (cat) und Luciferase (luc) (Apt et al. 1996, Falciatore et 
al. 1999), ß-Glucuronidase (uid A) und „enhanced green fluorescent protein“ (egfp) 
(Zaslavskaia et al. 2000). Für Lokalisierungsstudien bietet sich das egfp an, da die 
Auswertung am Fluoreszenz Mikroskop erfolgt. Mithilfe dieser Transformationsmethode 
konnte durch das Einbringen des Gens für einen Glukose- Transporter Phaeodactylum als 
obligat photoautotrophen auch unter heterotrophen Bedingungen überleben (Zaslavskaia et 
al. 2001). Was die Kultivierung für industrielle Zwecke, z. B. für die Gewinnung von 
langkettigen mehrfach ungesättigten Omega-3 und Omega-6 Fettsäuren, erleichtert und 
Preisgünstiger macht, da kein Licht mehr notwendig für die Kultivierung ist 
(zusammengefasst in Apt und Behrens 1999). 
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1.4 Die Glykolyse  
 
Die Glykolyse ist ein zentraler Stoffwechselweg der Eukaryoten und Prokaryoten. Ihre 
Hauptaufgabe ist die Gewinnung von Energie unter anaeroben Umweltbedingungen. Bei 
Eukaryoten stellt die Glykolyse ein Bindeglied zwischen den Stoffwechselwegen der Zelle 
dar, bei fotosynthetisch aktiven Organismen wird in dem Plastiden im Calvinzyklus und 
durch den lichtgetriebenen Elektronentransport aus CO2, reduzierte Kohlenhydrate gebildet 
und in das Cytosol exportiert, hier werden sie in der Glykolyse zu Pyruvat oxidiert. Hierbei 
entsteht eine geringe Menge an ATP und NADH (Reduktionsäquivalente). Der Großteil 
der Energie ist noch im Pyruvat gespeichert, dieses wird in die Mitochondrien transportiert 
um dort im Krebszyklus zu CO2 oxidiert. Die im Krebszyklus gebildeten 
Reduktionsäquivalente fließen in die Atmungskette ein, dort entsteht ATP durch die 
oxidative Phosphorylierung. Die Glykolyse lässt sich in zwei Teilabschnitte unterteilen. Im 
ersten Teil wird unter Verbrauch von Energie der C6-Zucker (Glukose) zu zwei Triosen 
umgewandelt (siehe Abbildung 4). Im zweiten Teil der Glykolyse wird die Triose zu 
Pyruvat oxidiert und liefert 2 Moleküle ATP pro Molekül Glukose. Durch die aerobe 
Endoxidierung des Pyruvats in den Mitochondrien können maximal weitere 36 Moleküle 
ATP gewonnen werden (Voet und Voet 1992; Lüttge et al. 1999). 
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Vor der Entwicklung der Fotosynthese und dem Auftreten von Sauerstoff in der 
Atmosphäre war die Glykolyse in Kombination mit der Gärung wahrscheinlich die einzige 
Energiequelle damaliger Lebewesen. Die Fotosynthese in den Plastiden und den 
Kohlenhydratabbau in den Mitochondrien haben eindeutig einen symbiotischen Charakter, 
der Ursprung der Glykolyse im Cytosol, der die anderen beiden Stoffwechselwege 
verbindet, ist eher schwierig festzustellen. Sämtliche, bis heute untersuchten 
Glykolyseenzyme der Eukaryoten sind eher mit denen der Eubakterien verwandt als mit 
den Archaebakterien (für GAPDH siehe Martin et al. 1993 und Cerff 1995; für TPI siehe 
Keeling und Doolittle 1997 und Liaud et al. 2000; für weitere Glykolyseenzyme siehe 
Abb. 4: Schematische Darstellung der Glykolyse.  
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Brown und Doolittle 1997, Henze et al. 1998, Martin und Herrmann 1998, Siebers et al. 
1998). Heutzutage geht man davon aus, dass die Glykolyse, bzw. die glykolytischen 
Enzyme einen eubakteriellen Ursprung haben und vermutlich vom (mitochondrialen) 
Symbionten abstammen (Brinkmann & Martin 1996, Martin und Müller 1998). Bei Spinat 
konnte gezeigt werden, dass die Glykolyseenzyme in Bezug auf ihre Herkunft eine Art 
Mosaikstruktur aufweisen. Aufgrund phylogenetischer Untersuchungen konnte gezeigt 
werden, dass einige Gene für glykolytische Enzyme einen cyanobakteriellen oder 
mitochondrialen Ursprung haben (Martin & Schnarrenberger 1997, Martin & Herrmann 
1998).  
In Pathway alignments, Analysen bei denen der komplette Satz an Enzymen eines 
Stoffwechselweges von Organismen miteinander verglichen werden, haben gezeigt, dass 
der zweite Teil der Glykolyse zwischen allen Organismen am besten konserviert zu 
scheinen scheint. Der erste Teil der Glykolyse fehlt z. B. größten Teils in Archaebakterien. 
Die Konservierung könnte darauf beruhen, dass ein größerer Bedarf bestand ihn zu 
erhalten, da die hier gebildeten Zwischenprodukte für den Aminosäuren- und 
Kohlenhydratmetabolismus verwendet werden. Seine breite Verbreitung lässt schließen, 
dass dieser Teil der Glykolyse auch im letzten gemeinsamen Vorfahren vorhanden war 
(Dandekar et al. 1999).  
In den Plastiden von Pflanzen und Algen finden sich bestimmte Reaktionsschritte der 
Glykolyse im Calvinzyklus bzw. in den Plastiden wieder. Die Grünalge Chlamydomonas 
besitzt z. B. keine cytosolische Glykolyse mehr, sondern nur noch eine plastidäre 
Glykolyse (Schnarrenberger et al. 1990 und 1994). Die in der Glykolyse und im 
Calvinzyklus identischen Reaktionsschritte werden von verschiedenen kerncodierten 
Isoenzymen durchgeführt. Bei der Diatomee Phaeodactylum tricornutum konnten 
kerncodierte Isoenzyme der glykolytischen Enzyme gefunden werden, die eine 
mitochondriale Lokalisierung zeigten (Liaud et al. 2000). Es handelt sich hierbei um die 
Triosephosphatisomerase (TPI) und die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
(GapC3), die über eine Hinge-Region verbunden, als Fusionsprotein (TPI-GAPDH) in die 
Mitochondrien transportiert wird. Sie zeigen auch glykolytische Aktivitäten. Dieses 
Fusionsprotein konnte bisher in Diatomeen und Oomyceten nachgewiesen werden. 
Zusammen mit einer putativen mitochondrialen Phosphoglyceratkinase in Phaeodactylum 
(Liaud et al. 2000) waren dies überraschende Befunde, denn zu diesem Zeitpunkt war die 
Existenz glykolytischer Enzyme in den Mitochondrien noch völlig unbekannt, im 
Gegensatz dazu war die enge Assoziation von glykolytischen Enzymen mit der 
1. Einleitung 
 - 23 - 
mitochondrialen Außenmembran hingegen bekannt (Srere 1987, eine neuere Arbeit dazu 
an Arabidopsis: Giege et al. 2003). Könnte es sich bei den glykolytischen Enzymen in den 
Mitochondrien von Diatomeen um ein „Missing Link“ in der Evolution handeln? Sollte die 
Glykolyse vom mitochondrialen Endosymbionten abstammen, könnte es noch Organismen 
geben, die einen Teil der Glykolyse in den Mitochondrien behalten haben. Es könnte 
sozusagen einen ursprünglichen Zustand darstellen, was für die Herkunft dieses 
Stoffwechselweges aus dem Endosymbionten spricht (Liaud et al. 2000).  
 
 
Ziele dieser Arbeit  
 
Am Anfang dieser Arbeit sollte zunächst die biolistische Transformation von 
Phaeodactylum tricornutum etabliert werden, um damit die Funktionalität der putativ 
mitochondrialen Präsequenzen der glykolytischen Enzyme testen zu können. Dabei sollte 
das Green Fluorescent Protein (GFP) als Reportergen eingesetzt werden. Auch die 
putativen mitochondrialen glykolytischen Enzyme von den Oomyceten und Braunalgen 
sollten auf ihre Lokalisierung hin untersucht werden, indem GFP Reportergenkonstrukte 
mit den putativen Importsignalen hergestellt und heterolog im Phaeodactylum 
Transformationssystem exprimiert werden.  
 Weiterhin sollte charakterisiert werden, ob nur ein Teil der Glykolyse oder 
vielleicht sogar eine komplette Glykolyse in den Mitochondrien von Phaeodactylum bzw. 
in den Heterokonten vorkommt. Dafür sollten die kerncodierten Gene identifiziert werden, 
entweder durch Screenen der zu Beginn der Arbeit zur Verfügung stehenden Gen-Banken 
oder in silico, unter Zuhilfenahme bekannter Genom-, bzw. EST-Datenbanken. Die 
Funktionalitäten der putativen Importsignale (Präsequenzen) sollten mittels Einsatzes von 
GFP Reportergenkonstrukte, im in vivo System untersucht werden.  
 Ein weiterer Ansatz um herauszufinden ob eine Teil-Glykolyse oder eine komplette 
Glykolyse in den Mitochondrien vorkommt ist die Isolierung von intakten Mitochondrien 
von Phaeodactylum bzw. einer Braunalge und Enzymatischertest.  
 Um Rückschlüsse auf den Ursprung der mitochondrialen Glykolyse zu ziehen, 
sollten phylogenetische Analysen von einigen, bei der mitochondrialen Glykolyse 
beteiligten Enzyme, durchgeführt werden.  
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2. Ergebnisse 
In den Mitochondrien von Phaeodactylum ist ein Fusionsprotein aus der 
Triosephosphatisomerase und der Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (TPI-
GAPDH) lokalisiert (Liaud et al. 2000). Das TPI-GAPDH Fusionsprotein kommt auch bei 
einem weiteren Vertreter der Heterokonten vor, den Oomyceten. Dieses Fusionsprotein 
trägt ebenfalls ein putatives mitochondriales Importsignal. Weiterhin konnte in 
vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden, dass bei Phaeodactylum ein weiteres Enzym 
der Glykolyse existiert, das über ein putatives mitochondriales Importsignal verfügt, die 
Phosphoglyceratkinase (Liaud et al. 2000). Nachdem bereits drei glykolytische Enzyme 
über mitochondriale Importsignale verfügten, wurde nach möglichen mitochondrialen 
Pyruvatkinasen gesucht wobei eine putativ mitochondriale Isoform gefunden. Mit Hilfe der 
in situ Hybridisierung konnte die mitochondriale Lokalisierung der möglichen Kandidaten 
für die Phosphoglyceratkinase (PGK) oder der Pyruvatkinase (PYK) nicht gezeigt werden, 
was entweder daran lag, dass die Proteinmengen in der Phaeodactylum Zelle zu gering 
(PGK) oder die Antikörper nicht spezifisch genug waren (PYK). (Persönliche Mitteilung 
von M.F. Liaud) 
Im Laufe dieser Arbeit sollte die Fähigkeit der putativen mitochondrialen Importsignale 
der glykolytischen Enzyme, GFP in die Mitochondrien von Phaeodactylum zu 
transportieren, getestet werden. Hierfür wurde das vor einigen Jahren entwickelte 
Verfahren der stabilen Transformation von Phaeodactylum verwendet, mit dem 
Lokalisierungsstudien mit GFP, als Reportergen, durchgeführt werden können (Apt et al. 
1996, Falciatore et al. 1999, Zaslavskaia et al. 2000).  
 
 
2.1 Die mitochondriale Glykolyse 
 
Die stabile Transformation von Phaeodactylum mit dem enhanced green fluorescent 
protein (eGFP) wurde in Zaslavskaia et al. 2000 beschrieben. Die dafür notwendigen 
Vektoren und die Kenntnisse der Durchführung der Transformation, wurden von Prof. 
Kroth (Uni-Konstanz) zur Verfügung gestellt. Die Vorraussetzungen um das System zu 
etablieren, hing vor allem davon ab, die notwendigen Geräte zur Verfügung zu haben. Die 
Partikelkanone und das Laser Scan Mikroskop (LSM) wurden uns von der Arbeitsgruppe 
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von Prof. Mendel (Inst. f. Pflanzenbiologie, TU-Braunschweig) zur Verfügung gestellt. 
Die Fluoreszenzmikroskope der Arbeitsgruppen von Prof. Käufer und Prof. Schnabel 
(beide Inst. f. Genetik, TU-Braunschweig) konnten für die vorab Auswertung der 
Transformanten genutzt werden. Für die Anzucht von Phaeodactylum sind 
Kulturbedingungen bei 20°C und z. T. bei Dauerlicht notwendig, dafür konnten einige 
Kulturschränke der Arbeitsgruppe von Prof. Aust (Inst. f. Mikrobiologie, TU-
Braunschweig) verwendet werden.  
 
 
2.1.1 Etablierung des Transformationssystems mit der Präsequenz der TPI-GAPDH 
aus Phaeodactylum tricornutum  
 
Die Präsequenz der mitochondrialen TPI-GAPDH aus Phaeodactylum wurde als 
Positivkontrolle eingesetzt, um das Phaeodactylum Transformationssystem zu etablieren. 
Die in situ Hybridisierung hatte gezeigt, dass dieses Protein in den Mitochondrien 
lokalisiert ist (Liaud et al. 2000), somit sollte die an egfp fusionierte Präsequenz, nach 
stabiler Transformation und Expression, das GFP in die Mitochondrien transportieren.  
 
Klonierungsstrategie 
 
Es wurde unter Verwendung der Oligonukleotiden Rot 255(+) und Rot 256(-) und der 
RNA (bzw. cDNA) des UTEX 642 Phaeodactylum Wildtypstammes (von M.F. Liaud zur 
Verfügung gestellt) mittels einer Reversen Transkriptions- (RT)-PCR ein 161 bp großes 
DNA-Fragment amplifiziert,. Dieses DNA Fragment beinhaltet 25 Nukleotide upstream 
vom Startcodon sowie, die gesamte Präsequenz (103 bp) inklusive des Anfangs des 
kodierenden Bereiches der TPI (11 Aminosäuren) (siehe Abb. 6a).  
Am 5´ Terminus des PCR- Produktes wurde mit Hilfe der Oligonukleotide, eine EcoRI 
Schnittstelle und am 3´ Terminus eine NcoI Schnittstelle eingeführt (siehe Schema in Abb. 
5). Die NcoI Schnittstelle enthält ein ATG Codon, welches die schnelle Überprüfung der 
Klonierung im richtigen Leseraster erlaubt. Nach dem Restriktionsverdau des PCR 
Fragmentes mit EcoRI und NcoI wurde es im Leseraster mit dem egfp im pBS-GFP Vektor 
ligiert. Nach der Klonierung wurde eine Sequenzierung durchgeführt, um das PCR 
Amplifikat auf Fehlerfreiheit zu überprüfen und gleichzeitig zu überprüfen, ob sich das 
eingeführte Fragment im richtigen Leseraster zu dem egfp befindet. Das „präsequenz-
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egfps“ Konstrukt wurde danach mit EcoRI und HindIII herausgeschnitten und in den 
Transformationsvektor pPha-T1 Vektor umkloniert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie für die Präsequenz des prä-tpi-gapdh-
egfp Konstruktes von Phaeodactylum. In hellgrau sind die Restriktionsschnittstellen dargestellt, die 
sich zusätzlich zu den Verwendeten auf den Vektoren befinden. 
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Transformation 
 
Die erste Transformation dieses Konstruktes wurde in Konstanz durchgeführt. Dabei 
wurden 13 µg der Plasmid DNA an Wolframpartikel der Größe M10 (Biorad) gebunden 
und auf die vorbereiteten Phaeodactylum Zellen (4x108 Zellen des Wildtyp UTEX 646 
Stammes, ausplattiert auf F2-Platten) mit der Partikelkanone (Biorad; biolistic PDS-1000, 
He System) geschossen, wobei ein Druck von 1350 psi (genaue Durchführung siehe 
Material und Methoden Kap. 4) eingesetzt wurde. Die beschossenen Algen wurden 
Übernacht bei Dauerlicht und 22°C kultiviert, damit die Zellen die Resistenz gegen Zeocin 
ausbilden konnten. Am nächsten Tag wurden, die beschossenen Zellen auf neue F2 Platten, 
diesmal mit Zeocin ausgestrichen. Nach drei Wochen bei ständiger Beleuchtung (75µE/m2 
* s) und 22°C wurden die vier erhaltenen Transformanten am Fluoreszenzmikroskop 
ausgewertet. Die GFP Fluoreszenz war, wie vermutet in den Mitochondrien von 
Phaeodactylum lokalisiert (siehe Abb. 6b). Um sicher zu gehen, dass die Präsequenz das 
GFP in die Mitochondrien transportiert hat, wurden die Zellen mit MitoTraker Orange 
CM-H2TMRos (M-7511, Molecular Probes) inkubiert. Dieser Farbstoff wird von den 
Zellen aufgenommen und in die Mitochondrien transportiert. Am Fluoreszenzmikroskop 
können somit die Organellen sichtbar gemacht werden (Daten nicht gezeigt).  
In Braunschweig wurde diese Transformation wiederholt, insgesamt wurden 12 weitere 
Transformanten erhalten von denen acht GFP in den Mitochondrien aufwiesen.  
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Nachdem die Transformationsmethode erfolgreich etabliert wurde und sich auch gezeigt 
hat, dass es ausreicht, den N-Terminus des Genes, also die Präsequenz, an egfp zu 
fusionieren, um die Lokalisierung zu testen, können die bereits isolierten und 
charakterisierten putativen mitochondrialen glykolytischen Gene (pgk und pyk) von 
Phaeodactylum auf ihre Lokalisierung hin getestet werden. Die Präsequenzen der 
Oomyceten und Braunalgen TPI-GAPDH sollen ebenfalls auf ihre Lokalisierung 
untersucht werden. Hierfür wird ebenfalls das Phaeodactylum Transformationssystem 
verwendet.  
Abb. 6: a) Schema des prä-tpi-gapdh-
egfp Konstruktes wie es im pPha-T1 
Vektor kloniert vorliegt. Das schwarze 
Dreieck zeigt die mögliche 
Spaltungsstelle des Transitpeptides an.  
b) Laser Scan Mikroskop (LSM) 
Aufnahme. Oberes Bild zeigt den 
Plastiden, der wegen der 
Eigenfluoreszenz des Chlorophylls a zu 
sehen ist. In Grün ist die Fluoreszenz 
des eGFP´s dargestellt. Das dritte Bild 
ist die Hellbild-Aufnahme und im 
vierten Bild sind die GFP und die 
Chlorophyll a Fluoreszenzen 
gemeinsam dargestellt (Merge). Die 
Mitochondrien liegen bei 
Phaeodactylum meistens eng an den 
Plastiden an.  
6b)  
6a)  
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2.1.2 Funktionalität der Präsequenzen der tpi-gapdh der Oomyceten und Braunalgen 
im Transformationssystem von Phaeodactylum  
 
Die Oomyceten Phytophthora infestans und Achlya bisexuallis besitzen ebenfalls ein tpi-
gapdh Gen (Unkles et al. 1997, M.F. Liaud persönliche Mitteilung). Die Analysen der N-
Termini mit den Programmen PSORT (Nakai and Kanehisa 1991) bzw. TargetP 
(Emanuelsson et al. 2000) zeigten, dass es sich um putative mitochondriale Importsignale 
handelt. Das Alignment der N-Termini der TPI-GAPDHs verschiedener Heterokonten 
(siehe Abb.7) belegt, dass die Präsequenz von Phytophthora kleiner als die von 
Phaeodactylum ist (18 zu 28 Aminosäuren). Die Phytophthora Sequenz scheint aber am 
5´Ende komplett zu sein. Hingegen scheint die in der Arbeitsgruppe isolierte Achlya tpi-
gapdh cDNA am 5´Ende nicht komplett zu sein, diese N-terminale Verlängerung ist noch 
kürzer (12 Aminosäuren lang) als die von Phytophthora.  
Braunalgen, die zu den Heterokonten zählen, besitzen ebenfalls das tpi-gapdh Fusionsgen 
(M.F. Liaud persönliche Mitteilung). Dieses Gen trägt ein N-terminales putatives 
mitochondriales Importsignal (siehe Abbildung 7) welches eine vergleichbare Länge zu 
dem aus den Diatomeen aufweist.  
 
Abb. 7: N-Termini der TPI-GAPDH von verschiedenen Heterokonten. Teil Alignment der TPI-
GAPDH Sequenzen von Oomyceten, Diatomeen und Braunalgen. Der schwarze Pfeil zeigt die 
vorhergesagte Spaltungsstelle des Transitpeptides. Die Sterne und Punkte zeigen die konservierten 
Bereiche im N-Terminus.  
 
Phaeodactylum –MLASSRTAAASVQRMSSRAFHASSLTEARKFFVGGNWKCN  
Odontella     MISGTARALASSASNASKRAFHASARSDARKFFVGGNWKCN  
Phytophthora   ---------MSFRQVFKTQARHMSSS—SRKFFVGGNWKCN  
Achlya         -----------------MQVRRFSSV—ARKFFVGGNWKCN  
Laminaria     MFSAALSAAGAKAPSAARGFASSASRMSGRKFFVGGNWKCN  
                                     ::   .************  
 
Die Heterokonten haben einen gemeinsamen Ursprung. Laut der Endosymbiontentheorie 
sollten Wirtszelle und Mitochondrien den gleichen Ursprung haben. Daher besteht die 
Möglichkeit, dass das Importsystem für die Mitochondrien so ähnlich ist, dass die 
Importsignale von Laminaria und Phytophthora auf ihre Fähigkeit getestet werden können, 
GFP in die Mitochondrien von Phaeodactylum Zellen zu transportieren.  
Die Klonierungsstrategie erfolgte ähnlich wie in Abbildung 5 beschrieben (Details siehe 
Material und Methoden Kap.4). Die verwendeten Konstrukte sind in Abbildung 8a 
dargestellt. Das Ergebnis zeigt, dass es sich bei beiden Präsequenzen um Importsignale für 
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die Mitochondrien handelt, und dass auch die kurze Phytophthora Importsequenz 
funktionell ist (Abb. 8b/c). Es wurde wiederum mit MitoTraker Orange bestätigt, dass es 
sich bei den Kompartimenten, in denen das GFP akkumuliert, um Mitochondrien handelt 
(Daten nicht gezeigt). Somit ist das TPI-GAPDH Fusionsprotein der Braunalgen und der 
Oomyceten ebenfalls in den Mitochondrien lokalisiert. Die Ergebnisse zeigen auch, dass 
die Importsignale für die Mitochondrien auch im heterologen System funktionieren und 
diese miteinander verwandten Organismen im Phaeodactylum Transformationssystem 
getestet werden können.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 8 (folgende Seite): Ergebnis der Phaeodactylum Transformation mit den Konstrukten (a) 
der tpi-gapdh Präsequenzen von Phytophthora (b) und der Präsequenz von Laminaria (c) 
fusioniert an egfp.  
a) Schematische Darstellung der jeweiligen Konstrukte. Das schwarze Dreieck markiert die 
vorhergesagte Spaltungsstelle des Transitpeptides. b) Das Ergebnis der Transformation der 
Phaeodactylum Zellen mit dem Phytophthora Konstrukt. c) Phaeodactylum Zellen transformiert 
mit dem Laminaria Konstrukt. In b und c ist in Rot die Eigenfluoreszenz des Chlorophyll a´s und 
in Grün die GFP-Fluoreszenz dargestellt. Unten links die Hellfeldaufnahme und daneben sind die 
Fluoreszenzen des Chlorophylls mit der des GFPs zusammen dargestellt.  
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2.1.3 Die Phosphoglyceratkinase, das nächste Enzym in der Glykolyse.  
 
In der Glykolyse wird das durch die GAPDH entstandene 1,3-Diphosphogylcerat von der 
Phosphoglyceratkinase (PGK) zu 3-Phosphoglycerat dephosphoryliert, wobei ein Molekül 
ATP entsteht.  
Phaeodactylum weist drei verschiedene Phosphoglyceratkinasen auf, eine dieser PGKs hat 
eine putative mitochondriale Präsequenz (Liaud et al. 2000). Bei den Braunalgen wurden 
drei Phosphoglyceratkinase Sequenzen isoliert, doch die Analysen der N-terminalen 
Verlängerungen mit dem Programm PSORT zeigen, dass es sich dabei um keine 
mitochondrialen Importsignale handelt (M.F. Liaud persönliche Mitteilung).  
In dem Genomprojekt der Oomycete Phytophthora ramorum (http://www.jgi.doe.gov/) 
wurden zwei PGKs (gwEuk.48.42.1 und fgenesh1_pm.C_scaffold_121000003) 
identifiziert. Eine (gwEuk.48.42.1) trägt eine N-terminale Verlängerung, die laut einer 
8a:  
8b: Phytophthora prä-tpi-gapdh-egfp  8c: Laminaria prä-tpi-gapdh-egfp 
 
Phytophthora:  
Laminaria:  
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PSORT-Analyse wahrscheinlich ein putatives mitochondriales Importsignal enthält. Der 
Vergleich der putativen mitochondrialen Importsignale der PGKs von Phaeodactylum und 
Phytophthora zeigt, dass sie unterschiedlich groß sind und dass auch keine offensichtlichen 
Ähnlichkeiten in der Aminosäuresequenz aufzufinden sind (siehe Abb. 9).  
 
Abb. 9: Alignment der N-Termini von Phaeodactylum (Phaeo) und P. ramorum (Phyt) PGK. Die 
Sterne markieren die homologen Bereiche. In fett dargestellt sind die konservierten Aminosäuren 
der PGKs im N-Terminus.  
 
Phaeo-PGK2 MLFRMLTSTALRRSPVTTSLTCCCKANAFAVRIRSFHAAPVIQAKMTVEQLAQQVHMK 
Phyt-PGK   ---------MLRLS----------RMSSHVARPSSAVVRAMSTAKLSLEQLAQRQSLK 
                                   : .:...*  *  . .:  **:::*****:  :* 
 
 
Die Lokalisierung der PGK2 von Phaeodactylum wurde bereits mit Hilfe der in situ 
Hybridisierung analysiert, aufgrund der geringen Expression dieser PGK war die 
Lokalisierung bzw. die Markierung in den Mitochondrien jedoch nicht eindeutig.  
Mit Hilfe von eGFP Reportergenkonstrukten (Abb. 10a) konnte gezeigt werden, dass es 
sich bei der Präsequenz der PGK2 von Phaeodactylum um ein mitochondriales 
Importsignal handelt (siehe Abbildung 10b). Die Lokalisierung der putativen 
mitochondrialen PGK von Phytophthora ramorum konnte aufgrund von fehlenden 
Probenmaterials nicht überprüft werden, dazu kommt, dass das Arbeiten mit P. ramorum 
einer Genehmigung des Bundeslandes bedarf.  
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Nachdem bereits drei Enzyme des Triosephosphat-Teiles der Glykolyse in den 
Mitochondrien von Phaeodactylum lokalisiert sind, liegt die Vermutung nahe, dass auch 
für die weiteren Enzyme dieses Teiles der Glykolyse mitochondriale Varianten 
vorkommen. Daraufhin wurde der Focus auf das Enzym gelegt, das den letzten Schritt in 
der Glykolyse katalysiert, die Pyruvatkinase. 
 
 
 
 
Abb. 10: a) prä-pgk2-egfp Konstrukt. Das schwarze Dreieck markiert die mögliche 
Spaltungsstelle des Transitpeptides. b) LSM Aufnahmen von Phaeodactylum Zellen, 
die mit dem Konstrukt prä-pgk2-egfp transformiert wurden. Zusehen ist zum einen 
oben links die Eigenfluoreszenz des Chlorophylls (rot). Daneben ist die GFP 
Fluoreszenz (grün) zu erkennen. Unten links ist die Hellfeldaufnahme und daneben 
sind die Fluoreszenzen des Chlorophylls mit der des GFPs zusammen dargestellt.  
10b) 
10a) 
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2.1.4 Die mitochondrialen Pyruvatkinasen bei Heterokonten  
 
Die Pyruvatkinase katalysiert die irreversible Umwandlung von Phosphoenolpyruvat zu 
Pyruvat und ist damit ein entscheidendes Enzym in der Glykolyse, und ist meistens auch 
bei der Regulation der Glykolyse in Eukaryoten beteiligt.  
 
 
2.1.4.1 Pyruvatkinasen von Phaeodactylum und anderen Diatomeen  
 
Es wurden aus Phaeodactylum tricornutum vier verschiedene Pyruvatkinasen aus der 
genomischen Bank isoliert (PK1-4), deren 5´ Enden in der Abbildung 11 aufgelistet sind. 
Aus dem Phaeodactylum EST Projekt konnte später noch ein EST einer fünften 
Pyruvatkinase identifiziert werden (PTMM08729 = PK5, 687 bp groß). 
 
Abb. 11: Alignment der N-Termini der Phaeodactylum Pyruvatkinasen. Die PK1- 4 stammen aus 
einer genomischen Bank. Die PK5 stammt aus dem EST Projekt (PTMM08729). Die PK4 ist 
verkürzt dargestellt, 112 Aminosäuren (As) sind nicht mit aufgeführt. In grün sind die positiv 
geladenen und in braun die Hydrophoben Aminosäuren hervorgehoben. Für mitochondriale 
Präsequenzen ist es charakteristisch, dass diese Aminosäuren alternierend und gehäuft vorkommen. 
Unterstrichen sind die putativen Importsignale für die Mitochondrien. Die schwarzen 
fettgedruckten Aminosäuren sind die konservierten Aminosäuren der meisten Pyruvatkinasen im 
N-Terminus.  
 
MSLSQSSDVPILAGGFITLDTVKHPTNTINRRTKIVCTIGPA....NFSH  PK1 
MGTYPAGVCYAVVYLNGRYRSYLVLTITGARLDHSLLPTMFQGPA....NFSH  PK2 
MTASQTKITASGPELRGANITLDTIMKKTDVSTRQTKIVCTLGPA....NFSH  PK3 
MGRDRRLITISRFSSGM..(112As)..PSSLMPKETTVAAVPKVARWRKSTKQVVTLGPA....NFSH  PK4 
MMRSFLRHAHRRACAQQLRTIGTLRLNQMPVTGANTKIVCTIGPA....NFSH  PK5 
 
Das Alignment der N-Termini zeigt, dass, bis auf die PK4, die einen ungewöhnlich langen 
(ca. 400bp) N-Terminus besitzt, alle anderen Pyruvatkinasen fast gleich lang sind. 
Auffallend ist, dass die PK5 deutlich mehr positiv geladene Aminosäuren (in grün 
dargestellt) besitzt, alternierend mit hydrophoben Aminosäuren (in braun), was ein 
Charakteristikum von Mitochondrialen Importsignalen ist (von Heijne 1986, Chacinska et 
al. 2002). Auch die PSORT Analyse deutet darauf hin, dass es sich bei PK4 und PK5 um 
mitochondriale Importsignalen handeln könnte. Die beiden möglichen Präsequenzen (PK4 
und PK5) wurden weiter analysiert, um die Lokalisierung dieser Pyruvatkinasen zu 
analysieren. 
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Die Pyruvatkinase 4  
 
Die PSORT Analyse des N-Terminus der Pyruvatkinase 4 von Phaeodactylum zeigt, dass 
es zusätzlich zu dem putativen mitochondrialen Importsignal (Abb. 12, in lila, 16 
Aminosäuren lang) auch ein Signal für den Import in den Plastiden existieren könnte 
(Aminosäuren grün dargestellt in Abb. 12). Hierbei könnte es sich um eine Pyruvatkinase 
handeln, die in mehrere Kompartimente transportiert wird. Alternativ könnte es sich um 
ein duales Importsignal handeln.  
Da die Sequenz der Pyruvatkinase 4 aus einem genomischen Klon stammt, wurde zuerst 
der N-Terminus der cDNA charakterisiert, um auszuschließen, dass dieser lange N-
Terminus kein Intron enthält. Dem längsten Klon aus der cDNA Bank fehlte die N-
terminale Verlängerung. Durch eine RACE-PCR mit der cDNA konnte ein Teil des N-
Terminus amplifiziert werden (gelbes Dreieck in Abb. 12).  
Im Phaeodactylum EST Projekt wurde ein am 5´ Ende unvollständiges EST 
(PTMM04700, blaues Dreieck, Abb.12) identifiziert, das kürzer ist als das bereits 
charakterisierten PCR Fragment. Beide fangen im Bereich zwischen den beiden putativen 
Präsequenzen an. Mit diesen Ansätzen konnte der Anfang der PK4 nicht charakterisiert 
werden.  
Ein weiterer Ansatz war, den N-terminalen Bereich mit spezifischen Oligonukleotiden aus 
der cDNA (aus RNA erstellt, die mit DNAse behandelt wurde) mittels einer PCR zu 
erhalten. Um sicher zu gehen, dass das Amplifikat aus der cDNA stammt und nicht von 
genomischer DNA (eventuelle Reste, die die cDNA verunreinigen), wurde ein 
Oligonukleotid ausgesucht, das hinter dem ersten bekannten Intron liegt. Dieses ist in der 
Abbildung 12 nicht dargestellt, es liegt 120 bp abwärts des gezeigten Bereiches. Im 
5´Bereich wurden verschiedene Oligonukleotide eingesetzt jedoch wurde nur mit dem 
Oligonukleotid inv214 (siehe Abb. 12) ein PCR Amplifikat erhalten. Mit dem 
Oligonukleotid inv112, das am möglichen ersten Startmethionin liegt, konnte kein 
Amplifikat erhalten werden.  
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Abb. 12: Die N-terminale Sequenz der Pyruvatkinase 4 von Phaeodactylum. Die Aminosäuren für 
die putativen mitochondrialen und plastidären Präsequenzen sind lila bzw. grün dargestellt. Die 
fettgedruckten Aminosäuren zeigen die konservierten Bereiche der meisten Pyruvatkinasen am 
5´Ende. Die Oligonukleotide inv112 und inv214, die für die PCR verwendet wurden, sind 
eingezeichnet. 
 
         10        20        30        40        50        60        70 
         |         |         |         |         |         |         | 
CCGGCCGTAAGGAGTGCGTGTTGGCTCGTCTCTCATTGATGGGTCGCGATCGGCGTTTGATTACAATTTC 
     inv 112 (+) 
                                      M  G  R  D  R  R  L  I  T  I  S  
                                              putativ mitochondrial 
 
 
         |         |         |         |         |         |         | 
CAGGTTCTTTTCCTCCGGGATGGACTCACGTCAACACGACGGAACACGCCTCCAACCAGCACGCCATCAA 
       inv 214 (+) 
 R  F  F  S  S  G  M  D  S  R  Q  H  D  G  T  R  L  Q  P  A  R  H  Q   
 
 
         |         |         |         |         |                   | 
GCTTTTCCTCTAAAATTCTCCAAATTCCTTTCGACGTCGCCTCTGTCCCAAGGAGACAAAAAAGTATCTT 
A  F  P  L  K  F  S  K  F  L  S  T  S  P  L  S  Q  G  D  K  K  V  S  L 
 
 
         |         |         |         |         |         |         | 
TGATAGTTGGAATTGGTACCAACTGTGCTACAACAAAAGCTTTTACAATCATGAACCTTTCTCTTCTCGC 
  I  V  G  I  G  T  N  C  A  T  T  K  A  F  T  I  M  N  L  S  L  L  A  
                                                     putativ plastidär 
 
         |                   |         |         |         |         | 
GTTGACGTTCGCTTTAGGCCATGCGTTCGTTCCTCCTTCCTTCTTGGCGTCGCCGTCGTCTCGTAAGGTA 
 L  T  F  A  L  G  H  A  F  V  P  P  S  F  L  A  S  P  S  S  R  K  V   
 
         |         |         |         |                   |         | 
CTGTCATCCTCGCGATCGGCGTCGGTAGCGGCCAACGCTGCGGATGTGTTGGCAAAGACAACATCTTCTT 
L  S  S  S  R  S  A  S  V  A  A  N  A  A  D  V  L  A  K  T  T  S  S  S 
 
         |         |         |         |         |         |         | 
CCAGCACACCCAGTTCTTTGATGCCCAAGGAAACAACAGTGGCAGCGGTTCCCAAGGTCGCGCAGCGTTG 
  S  T  P  S  S  L  M  P  K  E  T  T  V  A  A  V  P  K  V  A  Q  R  W  
                             Pyruvatkinase   
 
         |         |         |         |         |         |         | 
GCGCAAGTCGACGAAACAAGTCGTCACGCTGGGACCGGCTTCGAGCAACAAGGAAATGATTGAAAAGTTG 
 R  K  S  T  K  Q  V  V  T  L  G  P  A  S  S  N  K  E  M  I  E  K  L   
 
         |         |         |           
TTTCTCGCCGGGGCCGATGTCTTTCGTCTCAACTTTTCCC 
F  L  A  G  A  D  V  F  R  L  N  F  S  H 
 
       Ende des EST Klon.  
 
 
      Ende des Bereiches, der aus der cDNA der per RT-PCR amplifiziert werden konnte (RACE-  
      PCR).  
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Eine Northernanalyse mit einer Sonde, die die putative mitochondriale Präsequenz 
umfasst, könnte Aufschluss geben, ob der N-terminale Bereich exprimiert wird. Dafür 
wurde eine Standard-Northern-Analyse durchgeführt (2 µg Poly A+ RNA pro Spur aus 
dem Wildtypstamm Phaeodactylum UTEX 642). Als Sonden wurden DNA Fragmente 
eingesetzt die den Bereich Pyruvatkinasegens (ca. 1kb), sowie für den Bereich der 
putativen mitochondrialen Importsignalsequenz (ca. 50 bp) abdecken. Mit keiner dieser 
Sonden konnte ein Signal detektiert werden. Erst der Einsatz von 10µg Poly A+ RNA pro 
Spur und die Hybridisierung mit der Sonde für den konservierten Bereich ergab ein 
schwaches Signal (siehe Abb. 13, um das Signal zu verdeutlichen wurden die Kontraste 
verstärkt dargestellt).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nachfolgend wurde der Filter mit der Sonde für das putative mitochondriale Importsignal 
hybridisert. Die Sonde ist 50 bp groß, daher wurde, um das Signal zu verstärken, die DNA 
mit drei radioaktiven Nukleotiden markiert. Die Exponierung des Filters nach der 
Hybridisierung über zwei Wochen ergab kein Signal. Der Anfang der mRNA für die PK4 
konnte in dieser Arbeit nicht identifiziert werden.  
 
Parallel zu den eben genannten Versuchen wurden die verschiedenen Bereiche der N-
terminalen Verlängerung der Phaeodactylum PK 4 auf ihre „Transportfähigkeit“ hin mit 
GFP getestet. Dafür wurden verschiedene Konstrukte erstellt, zum einen ein Konstrukt, das 
die gesamte Präsequenz inklusive einiger Aminosäuren des reifen Proteins umfasst, zum 
1,9 kb 
Abb. 13: Radiogramm der 
Northernanalyse der 
Pyruvatkinase 4 von 
Phaeodactylum. 10 µg Poly 
A+ RNA (UTEX Stamm 
642) wurden aufgetragen. 
Der RNA-Marker von 
Promega wurde verwendet. 
Die Hybridisierung erfolgte 
bei 60°C, die Entwicklung 
des Radiograms erfolgte 
nach vier Tagen. 
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anderen eines, welches die putativen mitochondrialen oder plastidären Importsignale (siehe 
Abb. 12 lila, bzw. grüne Buchstaben) umfasst, sowie ein Konstrukt das den Bereich des 
putativen mitochondrialen Importsignals mit dem Bereich zwischen den beiden putativen 
Präsequenzen beinhaltetet. Die Auswertung der Transformanten am Fluoreszenzmikroskop 
ergab für alle Konstrukte eine Lokalisierung des GFPs im Cytosol (Daten nicht gezeigt).  
Ein Vergleich des N-Terminus der Phaeodactylum PK4 Sequenz mit den homologen 
Sequenzen aus anderen Diatomeen (Thalassiosira und Odontella), sofern diese die 
Pyruvatkinase besitzen, könnte bei der Charakterisierung des Anfangs dieser Pyruvatkinase 
4 helfen.  
 
 
Die homologe Pyruvatkinase 4 aus anderen Diatomeen  
 
Im Fall der centrischen Diatomee Thalassiosira pseudonana gibt es sowohl ein EST 
Projekt (Maheswari et al. 2005) als auch ein Genomprojekt (Armbrust et al. 2004). Im 
Genomprojekt konnte ein pk4-Gen (newV2.0.genewise.31.59.1 [thaps1:138044]) 
identifiziert werden, wobei der N-Terminus kürzer ist als der aus Phaeodactylum (siehe 
Abb. 14). Die PSORT- Analyse des N-Terminus ergibt eine mögliche Lokalisierung für 
das Endoplasmatische Reticulum. Bei genauerer Betrachtung der Sequenz kann das AFAP 
Motiv identifiziert werden (fettgedruckt und unterstrichen in Abb. 14). Dieses Motiv tritt 
bei Phaeodactylum bei den Signal-Transitpeptiden auf und ist für den Import in den 
komplexen Plastiden essentiell (Kilian und Kroth 2005). Es könnte sich also bei der 
Thalassiosira PK 4 Homologen um eine plastidäre Isoform handeln, doch müsste dieses 
genauer überprüft werden.  
Von der Arbeitsgruppe von Prof. Kroth (Universität Konstanz) wurde eine cDNA Bank 
einer weiteren Diatomee Odontella sinensis, die zu den centrischen Diatomeen gehört, zur 
Verfügung gestellt. Der heterologe Screen dieser cDNA Bank mit der PK4 von 
Phaeodactylum als Sonde ergab als längsten Klon ein 1,5 Kb langes DNA Fragment 
(genaue Details siehe Kapitel 4, Material und Methoden). Dieser Klon ist nicht vollständig, 
wie das Alignment in Abbildung 14 zeigt. Ihm fehlt am Anfang ein Startmethionin, so dass 
der N-Terminus nicht komplett ist. Ein homologer Screen der cDNA-Bank mit diesem 
Klon als Sonde ergab keinen längeren Klon. Eine RACE PCR mit der Bank als Template 
lieferte ebenfalls keine längere Sequenz.  
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Das Alignment dieser Pyruvatkinasesequenz mit denen der anderen beiden Diatomeen 
zeigt (Abb.14), das der N-Terminus keine Homologien zu den anderen beiden Sequenzen 
aufweist. Die Ähnlichkeit auf Aminosäure ebene zwischen den Pyruvatkinasen beträgt 
zwischen der von Phaeodactylum und Thalassiosira 64 %; zw. Phaeodactylum und 
Odontella 64 % sowie zw. Thalassiosira und Odontella 72 %. Im Vergleich liegt die 
Ähnlichkeit auf Aminosäureebene der PK4 von Phaeodactylum und den anderen (PK1-3 
und 5) unter 30%. Die cytosolischen Pyruvatkinasen von Phaeodactylum untereinander 
weisen eine Ähnlichkeit von 57-65% auf.  
 
Ein weiterer interessanter Aspekt der Pyruvatkinasen Isoform 4 ist, dass sie in der 
phylogenetischen Analyse (siehe Abb. 18, Kapitel 2.1.4.3) mit den Proteobakteria 
gruppieren, den „Urahnen“ der heutigen Mitochondrien. 
Aber es bleibt noch offen, ob die N-Terminale Verlängerung der Phaeodactylum PK4 
komplett auf der cDNA vorhanden ist und welche Funktion sie hat. Auch die mögliche 
Lokalisierung der Thalassiosira PK4 könnte in Zukünftigen Arbeiten analysiert werden.  
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Abb. 14: Alignment der Pyruvatkinase 4 aus Phaeodactylum (Phaeo) mit den Korrespondierenden 
aus Thalassiosira (Thaps) und Odontella (Odo). In lila und grün sind die Bereiche der PK 4 von 
Phaeodactylum hervorgehoben die das putative mitochondriale und plastidäre Importsignal 
darstellen. Der gelbe Pfeil markiert den Bereich der auf der cDNA vorhanden ist. Der blaue Pfeil 
weist auf den möglichen Anfang des reifen Proteins hin. Das AFAP Motiv, ein Charakteristikum 
für das Signaltransitpeptid für den Plastiden der Diatomeen, ist bei Thalassiosira hervorgehoben. 
Die Ähnlichkeiten dieser Pyruvatkinasen liegen bei 64%, bzw. 72 % (siehe Text). 
 
 
Phaeo  MGRDRRLITISRFFSSGMDSRQHDGTRLQPARHQAFPLKFSKFLSTSPLSQGDKKVSLIVGIGTNCATTKAFTI 
Thaps  -------------------------------------------------------------------------- 
Odo    -------------------------------------------------------------------------- 
                                                                                  
 
Phaeo  MNLSLLALTFALGHAFVPPSFLASPSSRKVLSSSRSASVAANAADVLAKTTSSSSTPSSLMPKETTVAAVPKVA 
Thaps  ---------IIMKIASICVLAMFKGESITAFAPTHKARVTTNLAISLDPSISSG---AQAFGQDTTVAAIPKVS 
Odo    ------------------------------------RADSARAPPQQQQYQPGYSSVVPDPSPPEPPTDNYKSS 
                                              ::. .       ..            . :   * : 
 
Phaeo  QRWRKSTKQVVTLGPASSNKEMIEKLFLAGADVFRLNFSHGSQEQKKELLIMIREVEEKYSHPIGILGDLQGPK 
Thaps  QRWRKSTKQLATLGPASSTLEMIETLFLAGADIFRLNFSHGSQEQKKELLTMIRQVEEKYSHPIAVLGDLQGPK 
Odo    PRWRKRTKQLATLGPASCTFEMIEKLFLAGADVFRLNFSHGSHAEKADLLNIIRSVEAKYDHPIAILGDLQGPK 
        **** ***:.******.. ****.*******:*********: :* :** :**.** **.***.:******** 
 
Phaeo  LRVGEFSKPEGEFLELGQSFRLDLDNAKGDNKRVQLPHPEIIKASELGHALLVDDGKVKLVVTAKGDDYLECRV 
Thaps  LRVGEFSNPNGEILEKGQHFRLDLDEAQGDSTRVMLPHPEIIDASEVGHVLLVDDGKVKLVVVEKGDSYLECRV 
Odo    LRVGTFGNPEGEMLEAGRIFRLDLNDAPGTAERVMLPHPEIIEASGVGHTLLVDDGKVKLEVVGTGPGYLDTVV 
       **** *.:*:**:** *: *****::* *   ** *******.** :**.********** *. .* .**:  * 
 
Phaeo  DVAGMIKDRKGVNTPDSVLEISPLTPKDRSDLEYMLGIGVDWVALSFVQTPADMVEIHALIDEKLPSGQFKPAV 
Thaps  DVPGKISNRKGVNTPDSVLEISPLTPKDRSDLEYMVSIGVDWVALSFVQQPSDIEEIHQLIDSHLAPDAFRPAV 
Odo    VVPGRIKDKKGVNTPDSILQISCLTPKDREDLECMLNIGVDWIALSFVQRPEDIVEIKRLIMDHNPNNAFPPHV 
        *.* *.::********:*:** ******.*** *:.*****:****** * *: **: ** .: . . * * * 
 
Phaeo  MAKIEKPSCFYDDNLQRIVGLCNGIMVARGDLGVECPPEDVPLLQKEIIDECRNQGRPVIVATQMLESMIEVPT 
Thaps  MAKIEKPSCFFGDNLERIVDLCEGIMVARGDLGVECAPEDVPLLQKQIIDECRRKGKPVVVATQMLESMIESPT 
Odo    MAKIEKPSCFDGDSLHRIVELCDGIMVARGDLGVECAPEDVPILQKTIIDECRSQGKPVVVATQMLESMIDSPT 
       ********** .*.*.*** **:*************.*****:*** ****** :*:**:**********: ** 
 
Phaeo  PTRAEASDVATAIYDGADAIMLSAESAAGKFPEESVAMQQRIINRVEGDKHYRSYLKQNEPDPEN-TPTDAIIT 
Thaps  PTRAEASDVATAIYDGADAIMLSAESAAGKFPEESVAMQQRIINRVEGDPHYHRYLDQLVVTKKV-TATDAVTT 
Odo    PTRAEASDAATAIYDGADAIMLSAESAAGKYPEESVLMQQRIINRVESDPHYSAYLKSMRPKITDGTSAGAIIL 
       ********.*********************:***** **********.* **  **..        *.:.*:   
 
Phaeo  AARQVAKTIGAKSIVCFSLRGSVLRASKSRPGVPILALCPFKETSRQLALSWGVYSDLPKAGSYGYTVSEEDMF 
Thaps  AARQIAQTVKAKAIVCFTLQGSVLRASQERATVPILGITPFKETARQLAMSWGVYPAAVDG------------- 
Odo    AARQIAKDVNAKVIASFTVGGDARKASMKRPEQPILAISPLIQTCRHLAMSWGVYPEYCPDEN----------- 
       ****:*: : ** *..*:: *.. :** .*.  ***.: *: :*.*:**:*****.                   
 
Phaeo  TNYDRPMVEKSTDDFDLVLKNACRAALKKGLVSDPDDLLVVTAGLPFGTPGAANIIRVVPAAGPSCWDGVCRVD 
Thaps  T---------QDDDFDIVLKNACRAALRKGLVSDPSDLLVVTAGIPFGTPGAANIIRLLPAAGPA--------- 
Odo    T--------LDKDNFRSMLWVACEIGLKKGLVANDKDLLVVTAGFPFGTPGAANIIRVIPAAGPTYWDATL--- 
       *         . *:*  :*  **. .*:****:: .********:************::*****:          
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Die Pyruvatkinase 5 von Phaeodactylum  
 
Wie bereits erwähnt ist die Pyruvatkinase 5 ein Kandidat für ein mitochondriales Protein. 
Der EST Klon, PTMM08729, ist nur 687 bp lang und scheint am 5´ Ende komplett zu sein.  
 
Mit dem putativen Importsignal des EST-Fragmentes wurde ein eGFP Konstrukt 
hergestellt (siehe Kapitel 4 und Abb. 15a). Die Transformation in Phaeodactylum ergab 
eine eindeutige Lokalisierung des GFPs in den Mitochondrien (Abb. 15b).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Um Sequenzhomologien und phylogenetische Analysen durchzuführen wurde nach einem 
vollständigen Klon in der genomischen und der cDNA Bank gesucht.  
Anhand der Sequenz des EST-Klones wurde mittels PCR eine Sonde hergestellt. Der 
homologe Screen der Banken mit dieser Sonde ergab nur einen positiven Klon bei der 
genomischen Bank, dieser wurde vereinzelt und kloniert. Die Sequenzierung zeigte, dass 
die PK5 auf diesem Klon unvollständig ist, es fehlen ca. 0,9 Kb des 3´Endes. Ein erneuter 
15a) 
15b) 
Abb. 15: a) graphische Darstellung des prä-pyk-egfp-Konstruktes. Das 
schwarze Dreieck markiert die mögliche Spaltungsstelle der Peptidase. 
b) LSM Aufnahmen von Phaeodactylum Zellen, die mit dem Konstrukt 
prä-pyk-egfp transformiert wurden. Oben links ist die Eigenfluoreszenz 
des Chlorophyll a´s (rot) dargestellt, daneben die GFP-Fluoreszenz 
(grün), unten links sind die Durchlichtaufnahme und daneben die 
Fluoreszenzen des Chlorophylls mit der des GFPs zusammen dargestellt. 
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Screen der Banken mit einer längeren Sonde führte zu keinen weiteren Klon. Mit der 
RACE PCR Technik konnte die Sequenz des 3´ Ende des Genes amplifiziert werden.  
Der Vergleich der Sequenz des genomischen Klones mit dem EST-Klon aus der 
Datenbank zeigte, dass es 10 Sequenzunterschiede gibt (siehe Abb.16). In den Rohdaten 
des Genomprojektes von Phaeodactylum (WGS, NCBI) konnten Sequenz-Fragmente der 
PK5 für beide Varianten wieder gefunden werden. Um festzustellen, ob beide Varianten 
exprimiert werden, wurden per nested PCR und spezifischen Oligonukleotide aus der 
cDNA (verwendete RNA für die cDNA war DNAse behandelt) beide Varianten, bzw. die 
ersten 900bp, amplifiziert. Die unterschiedlichen Nukleotide führen nur in der Präsequenz 
zu anderen Aminosäuren, in der Sequenz des Hauptproteins haben die unterschiedlichen 
Nukleotide keine Auswirkung auf die Aminosäuresequenz. Die Amplifizierung von 
kompletten PK5s (ca. 1,5 kb) aus der cDNA gelang leider nicht, die erhaltenen Amplifikate 
wiesen zu viele PCR Artefakten auf (Sequenzfehler). 
Es könnte sich bei diesen beiden Varianten um eine rezente Duplikation handeln oder um 
Allel-Unterschiede. Für die eine Variante, in dieser Arbeit als PK5 bezeichnet, konnte 
gezeigt werden, dass es sich bei der Präsequenz um ein mitochondriales Importsignal 
handelt, die zweite Variante (PK6) besitzt ein um ein paar Aminosäure verändertes 
putatives Importsignal für die Mitochondrien, das noch nicht getestet worden ist.  
 
Hiermit konnte gezeigt werden, dass auch das Enzym das den letzten Schritt in der 
Glykolyse katalysiert, in den Mitochondrien von Phaeodactylum vorhanden ist. 
Aus den bisherigen Ergebnissen lässt sich schlussfolgern, dass der Teil ab dem 
Triosephosphat (C3-Teil der Glykolyse, also ab der Triosephosphatisomerase), zusätzlich 
zu der cytosolischen Glykolyse in den Mitochondrien von Phaeodactylum vorkommt. 
 
 
 
 
Abb. 16 (folgende Seite): Alignment der ersten 859bp der Pyruvatkinase 5 von Phaeodactylum. 
est entspricht der Sequenz des EST-Klones (also der Sequenz der PK5); genom entspricht der 
Sequenz aus dem genomischen Klon (also der Sequenz der PK6). GENOM = aus der 
Nukleotidsequenz des genomischen Klones abgeleitete Aminosäuresequenz. EST = die 
Aminosäuren, die Unterschiede zu der GENOM Sequenz aufweisen sind grün hervorgehoben. Gelb 
hervorgehoben sind die unterschiedlichen Nukleotidsequenzen. Rote Buchstaben markieren 
Oligonukleotidsequenzen. Für die nested PCR wurden für die erste PCR als (+) Oligonukleotide 
der 1.nested PCR Oligo und für die darauf folgende zweite PCR, der weiter innen liegende, 2. 
nested PCR Oligo verwendet.  
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                               1.nested PCR Oligo     2.nested PCR Oligo 
 
genom  CGGCGCAATAAAAAATGATGCGCTCCTTCCTTCGTCACGCTCACAGGCGTGCTTGTGCGCAACAGCTC 
est    CGGCGCAGTAAAAAATGATGCGCTCCTTCCTTCGTCACGCTCAAGGGCGTGCTTGTGCGCAACATCTC 
       ******* ***********************************  ******************* *** 
GENOM                M  M  R  S  F  L  R  H  A  H  R  R  A  C  A  Q  Q  L   
EST                                             Q  G                 H 
 
genom  CGCACTATCGGAACGCTCCGATTGAACCAGATGCCCGTTACCGGAGCCAACACCAAGATTGTCTGCAC 
est    CGCACCATCGGAACGCTCCGATTGAACCAGATGCCCGTTACCGGAGCCAACACCAAGATTGTCTGCAC 
       ***** ************************************************************** 
GENOM  R  T  I  G  T  L  R  L  N  Q  M  P  V  T  G  A  N  T  K  I  V  C  T  
 
genom  TATTGGCCCTGCGTCCGATCAGGCCGAGTCGTTGGGTCAACTGGTGACCTACGGTATGAGCGTTGCTC 
est    TATTGGTCCTGCGTCCGATCAGGCCGAGTCGTTGGGTCAACTGGTGACCTACGGTATGAGCGTTGCTC 
       ****** ************************************************************* 
GENOM   I  G  P  A  S  D  Q  A  E  S  L  G  Q  L  V  T  Y  G  M  S  V  A  R 
 
 
genom  GTCTGAACTTTTCACACGCCGGAGACGACTACACCTATTCCGAAGCCAACATGGCTTTACTCCGTAAC 
est    GTCTCAACTTTTCACACGCCGGAGACGACTACACCTATTCCGAAGCCAACATGGCTCTACTCCGTAAC 
       **** *************************************************** *********** 
GENOM    L  N  F  S  H  A  G  D  D  Y  T  Y  S  E  A  N  M  A  L  L  R  N   
 
genom  GCGGTTGGTAAACACCATCACTTAGCGACTGGGTCTTCGACGGACCTGCCCAAGAACCTTCGTGCTAT 
est    GCTGTTGGTAAACACCATCACTTAGCGACTGGGTCTTCGACGGACCTGCCCAAGAACCTTCGTGCTAT 
       ** ***************************************************************** 
GENOM  A  V  G  K  H  H  H  L  A  T  G  S  S  T  D  L  P  K  N  L  R  A  I  
 
genom  ACTTGTAGATACAAAAGGTCCTGAAATCCGGACCGGGATACTTCCCGGTGATGTGGAAATCATGGATA 
est    ACTCGTAGATACAAAAGGTCCTGAAATCCGGACCGGGATACTTCCCGGTGATGTGGAAATCATGGATA 
       *** **************************************************************** 
GENOM   L  V  D  T  K  G  P  E  I  R  T  G  I  L  P  G  D  V  E  I  M  D  I 
 
genom  TTCCAGTGGGAGCGACTGTCATGCTATGCATCGAGGATGTTTCGCAAGAAGTTCTTGCCGAAGGCGAG 
est    TTCCAGTGGGAGCGACTGTCATGCTATGCATCGAGGATGTTTCGCAAGAAGTTCTTGCCGAAGGCGAG 
       ******************************************************************** 
GENOM    P  V  G  A  T  V  M  L  C  I  E  D  V  S  Q  E  V  L  A  E  G  E   
 
genom  TTCAAGATCCATGTCGACTACGAGTCGATTGCAAAGACGGTCAAGATAGGAGATAAGGTTCTTTTAGA 
est    TTCAAGATCCATGTCGACTACGAGTCGATTGCAAAGACGGTCAAGATAGGAGATAAGGTTCTTTTAGA 
       ******************************************************************** 
GENOM  F  K  I  H  V  D  Y  E  S  I  A  K  T  V  K  I  G  D  K  V  L  L  D  
 
genom  CGATGGCCTTATTGAATTGGAAGTTATGGAGGTACACCCTGGAAGTGGTACTGTTTTGACCAGTGCAT 
est    CGATGGCCTTATTGAATTGGAAGTTATGGAGGTACACCCTGGAAGTGGTACTGTTTTGACCAGTGCAT 
       ******************************************************************** 
GENOM   D  G  L  I  E  L  E  V  M  E  V  H  P  G  S  G  T  V  L  T  S  A  L 
 
 
genom  TAAACGGAGGCCCTATCAAGAAAAATAAAGGAGTAAACCTTCCGGGCGTGCAGTTAGATCTTCCTGCC 
est    TAAACGGAGGCCCTATCAAGAAAAATAAAGGAGTAAACCTTCCGGGCGTGCAGTTAGATCTTCCTGCC 
       ******************************************************************** 
GENOM    N  G  G  P  I  K  K  N  K  G  V  N  L  P  G  V  Q  L  D  L  P  A   
 
genom  CTCACAGACAAGGACAAACGAGATCTCGACTGGGCCTGTCGAGTCGGAGCTGATTTTGTTGCAGCGTC 
est    CTCACAGACAAGGACAAACGAGATCTCGACTGGGCCTGTCGAGTCGGAGCTGATTTTGTTGCAGCGTC 
       ******************************************************************** 
GENOM  L  T  D  K  D  K  R  T  D  L  D  W  A  C  R  V  G  A  D  F  V  A  A  
 
genom  CTTCATTCGAACCCCGGCCAACGTCCGGTCGGTGATTGCTTATCTGGACCGTTGTATTTCCAAGCTTC 
est    CTTCATTCGAACCCCGGCCAACGTCCGGTCGGTGATTGCTTATCTGGACCGTTGTATTTCCAAGCTTC 
       ******************************************************************** 
GENOM   S  F  I  R  T  P  A  N  V  R  S  V  I  A  Y  L  D  R  C  I  S  K    
 
 
 
genom  CAGATGTGAACGGCATGAAGCCTTTGCGTCCGCTGGTTATCAG 
est    CAGATGTGAACGGCATGAAGCCTTTGCGTCCGCTGGTTATCAG 
       ******************************************* 
GENOM  P  D  V  N  G  M  K  P  L  R  P  L  V  I  A 
 
 
 
 
Inv 220 (-)  
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2.1.4.2 Pyruvatkinasen bei den Oomyceten und Braunalgen  
 
Zuvor konnte bereits gezeigt werden, dass die Oomyceten und Braunalgen die 
mitochondriale TPI-GAPDH besitzen. Die Oomyceten besitzen zusätzlich eine putative 
mitochondriale PGK, deshalb liegt die Vermutung nahe, dass sie ebenfalls eine 
mitochondriale Pyruvatkinase aufweisen und hier ebenfalls der Weg vom Triosephosphat 
bis zum Pyruvat in den Mitochondrien vorkommt.  
 
Von der Oomycete Achlya bisexualis konnten zwei Pyruvatkinasen isoliert werden (G.-C. 
Wang und M.F. Liaud), eine davon trägt ein putatives mitochondriales Importsignal 
(NCBI: AAU81895, siehe auch Konstrukt in Abb. 17a). Die Analyse dieser Präsequenz im 
Phaeodactylum Transformationssystem zeigte, dass das GFP in die Mitochondrien von 
Phaeodactylum transportiert wurde (siehe Abb. 17 b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 17: a) Graphische Darstellung des prä-pyk-egfp-Konstruktes von Achlya.  
b) LSM Aufnahmen von Phaeodactylum Zellen, die mit dem Konstrukt Achlya prä-pyk-
egfp transformiert wurden. Oben links ist die Eigenfluoreszenz des Chlorophylls a (rot) 
dargestellt, daneben die GFP Fluoreszenz (grün). Unten links befindet sich die 
Hellfeldaufnahme. Daneben sind die Fluoreszenzen des Chlorophylls mit der des GFPs 
zusammen dargestellt.  
17a) 
17b) 
2. Ergebnisse 
   - 45 - 
Die Oomyceten sind somit die zweite Organismengruppe der Heterokonten, bei denen eine 
mitochondriale Pyruvatkinase vorkommt, somit befinden sich auch bei den Oomyceten 
Teile der Glykolyse, zusätzlich zu der im Cytosol, in den Mitochondrien wieder.  
 
Bei den Braunalgen (Laminaria saccharina, Ascophyllum nodosum und Dictyota 
dichotoma) dagegen konnte bisher jeweils nur eine Pyruvatkinase isoliert werden, die 
keine N-terminalen Verlängerung aufweisen (Diplomarbeit C. Río Bártulos und M.F. 
Liaud, persönliche Mitteilung).  
 
2.1.4.3 Phylogenetische Analyse der Pyruvatkinase  
 
Komplexe Algen besitzen häufig mehrere Pyruvatkinase Isoformen, Phaeodactylum selbst 
hat mindestens sieben Pyruvatkinasen. Die Verwandtschaftsbeziehung dieser 
Pyruvatkinasen zu einander und zu denen der anderen Heterokonten, bzw. anderer 
Eukaryoten oder Prokaryoten, wurden untersucht. Anhand der Topologie des 
resultierenden Stammbaumes wurde der Ursprung der mitochondrialen Pyruvatkinasen 
bestimmt. 
Die phylogenetische Analyse (siehe Abb. 18) enthält insgesamt 51 Taxa. Die Distanz 
wurde anhand von 530 Aminosäurenpositionen berechnet. Mit dem Programm 
TREEFINDER (Jobb et al. 2004) wurde ein Maximum Likelihood Stammbaum erstellt, 
zur Distanzberechnung wurde die WAG-Matrize (Wheland und Goldman, 2001) mit einer 
Gamma Verteilung (GI:4) verwendet. Die statistische Signifikanz des 
Verzweigungsmusters wurde durch eine Bootstrap-Analyse (100 Replikationen) 
eingeschätzt, nur die Bootstrapwerte über 50 % sind im Baum dargestellt. 
 Der Pyruvatkinase Baum zeigt eine deutliche Zweiteilung in Typ I und Typ II 
Pyruvatkinasen, die wahrscheinlich auf eine sehr frühe Genduplikation zurückzuführen ist 
(Schramm et al. 2000). Zu den Typ I Pyruvatkinasen gehören die eukaryotischen und 
einige prokaryotische Enzyme. Zu dem Typ II Pyruvatkinasen gehören die 
archaebakteriellen und proteobakteriellen Pyruvatkinasen. 
Die Typ I Pyruvatkinasen besitzen einen bakteriellen Ursprung. Der eukaryotische Ast teilt 
sich in zwei Schwestergruppen mit einem Bootsupport von 99 auf (roter Stern in Abb. 18). 
Die eine Gruppe beinhaltet vorwiegend Plastiden besitzende Organismen. Bei der anderen 
Gruppe handelt es sich vorwiegend um Kinetoplastida, Pilze und tierische Pyruvatkinasen, 
also Organismen, die aplastidär sind. Die Pyruvatkinasen der Heterokonten treten in beiden 
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Gruppen auf. Die mitochondrialen Pyruvatkinasen der Diatomeen und Oomyceten haben 
einen gemeinsamen Ursprung und bilden zusammen einen Ast innerhalb der aplastidären 
Organismen (98% Signifikanz). Die Präsequenz der Phaeodactylum Pyruvatkinase 5 
wurde auf ihre mitochondriale Lokalisierung hin getestet, aber es existieren noch zwei 
weitere putative mitochondriale Pyruvatkinasen (PK 6 und 7). Bei der Pyruvatkinase 6 
handelt es sich um die Pyruvatkinase, die sich im Vergleich zu der Pyruvatkinase 5 in der 
Präsequenz um 3 Aminosäuren unterscheidet und im Baum mit dieser zusammen 
gruppieren würde und deshalb in dieser Analyse nicht weiter einbezogen worden ist. Die 
Sequenz der Pyruvatkinase 7 wurde von Ansgar Gruber (AG Prof. Kroth, Uni Konstanz) 
zur Verfügung gestellt, sie trägt ebenfalls ein putatives Importsignal für die Mitochondrien 
und ist zu 35% homolog zu der Pyruvatkinase 5. Die Funktionalität dieses Importsignals 
konnte im Laufe dieser Arbeit nicht mehr getestet werden. Diese Topologie der 
mitochondrialen Pyruvatkinase weist darauf hin, dass diese Proteine wahrscheinlich schon 
in der Wirtszelle vorhanden waren, bevor sie den Plastiden akquirierte und stammen somit 
nicht von dem Rotalgen Endosymbionten.  
 Die cytosolischen Pyruvatkinasen der Heterokonten bilden ebenfalls einen 
gemeinsamen Ast (96 %), und gruppieren zusammen mit denen der Plastiden besitzenden 
Organismen. Basal kommen die Pyruvatkinasen der Rhodophyta (100% Bootsupport) vor, 
danach trennen sich die Pyruvatkinasen der Heterokonten, der Chlorophyta, Pflanzen und 
Apicomplexa. Innerhalb dieser Plastiden besitzenden Gruppe wird die Stellung der 
Grünalgen, Pflanzen, Apicomplexa und Heterokonten zu einander nicht aufgeschlüsselt. 
Weiterführende Analyse mit Einbezug von mehr Sequenzen aus diesen Gruppen könnte 
helfen, diese Topologie zu klären. Die cytosolischen Pyruvatkinasen der Heterokonten 
haben einen gemeinsamen Ursprung und stammen vom plastidären Endosymbionten ab, 
auch Sequenzen der Oomyceten sind hier wieder zu finden, obwohl bis heute unbekannt 
ist, ob sie je einen Plastiden besessen haben. Diese Stellung deutet darauf hin, dass auch 
die Oomyceten eine plastidäre Endosymbiose gehabt haben könnten.  
Zu den Typ II Pyruvatkinasen gehören neben den prokaryotischen Sequenzen auch die 
Sequenzen der Pyruvatkinase 4 der Diatomeen (Phaeodactylum, Thalassiosira und 
Odontella). Sie gruppieren mit einem Wert von 95% mit den α- und den γ- 
Proteobakterien, so dass es sich hierbei um entweder eine ursprüngliche Pyruvatkinase des 
mitochondrialen Endosymbionten handeln könnte, die bei den Diatomeen beibehalten 
wurde oder um einen horizontalen Gentransfer, der vor der Aufspaltung der Diatomeen 
vonstatten ging.  
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Abb. 18: Pyruvatkinase Stammbaum. Gezeigt ist eine Maximum Likelihood Analyse die mit dem 
Programm Treefinder erstellt wurde. Als Matrizenmodel wurde WAG GI4 verwendet. Es wurden 
51 Taxa mit 530 Aminosäurenpositionen verwendet. Eine 100 x Bootstrap-Analyse wurde 
ebenfalls durchgeführt. Die Accessionnummern für die verwendeten Organismen sind im Anhang 
aufgeführt. Die Sequenzen der Heterokonten sind farbig unterlegt. Die Einteilung in Typ I und II 
Pyruvatkinasen geht auf Schramm et al. 2000 zurück. Der rote Stern markiert die Trennung des 
eukaryotischen Astes.  
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2.1.5 Die Phosphoglyceratmutase und die Enolase  
 
Die Schritte zwischen der Phosphoglyceratkinase und der Pyruvatkinase in der Glykolyse, 
die Umwandlung von 3-Phosphoglycerat zu Phosphoenolpyruvat, werden von der 
Phosphoglyceratmutase und der Enolase katalysiert. Die verschiedenen Genom- und EST 
Projekte der Heterokonten erlaubten das identifizieren der putativen mitochondrialen 
Isoformen dieser Enzyme.  
 
 
2.1.5.1. Die Phosphoglyceratmutase 
 
Es existieren zwei nicht miteinander verwandte Typen der Phosphoglyceratmutasen 
(PGM), eine Cofaktorabhängige (dPGM, d=depended) und eine Cofaktor-unabhängige 
(iPGM, i=independed). Beide Enzyme zeigen keine Gemeinsamkeiten in der Aminosäure 
Zusammensetzung, in der tertiären Struktur oder im katalytischen Mechanismus. Einige 
Bakterien wie z. B. Escherichia coli besitzen beide Formen. Die dPGM kommt bei 
Vertebraten, Hefe und vielen Bakterien vor, hingegen besitzen höhere Pflanzen, 
Nematoden, Archaea und Bakterien die iPGM (Carreras et al. 1982, Zhang et al. 2004, 
Fraser et al. 1999, Bond et al. 2001 und 2002).  
 
In den Genomprojekten von Thalassiosira (Diatomee), von Phytophthora ramorum und P. 
sojae (Oomyceten) (Armbrust et al. 2004, Tripathy et al. 2006; http://www.jgi.doe.gov/) 
konnte jeweils eine potenzielle mitochondriale Phosphoglyceratmutase gefunden werden, 
die zu den Cofaktorabhängigen PGMs (dPGM) gehören. Die Oomyceten PGMs sind fast 
identisch zueinander (93 % Ähnlichkeit, siehe Abb. 19). Die PGM von Thalassiosira trägt 
im Vergleich zu der von den Oomyceten eine ziemlich lange N-terminale Verlängerung 
(ca. 240 Aminosäuren, siehe Abb.19) bei der es sich laut der PSORT Analyse um eine 
mitochondriale Präsequenz handeln könnte. Diese PGM ist zu 55 % homolog zu den 
Oomyceten PGMs.  
Im Phaeodactylum EST Projekt (Maheswari et al. 2005) konnte ein Contig (C0988) 
gefunden werden, das zu den putativen mitochondrialen dPGMs eine Homologie von ca. 
60% aufweist, ihr fehlt aber der N-Terminus. Die Vervollständigung dieser PGM durch 
einen Screen der genomischen Bank zeigte, dass sie eine N-Terminale Verlängerung 
besitzt, doch handelt es sich dabei um ein putatives Signaltransitpeptid für den Plastiden, 
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wie eine PSORT-Analyse andeutet, und es weist das ASAF Motiv auf, welches typisch für 
die plastidären nukleär codierten Gene von Phaeodactylum ist (Kilian und Kroth 2005). 
Herr Ansgar Gruber (AG Prof. Kroth, Uni Konstanz) konnte eine PGM aus dem nicht 
veröffentlichen Genomprojekt von Phaeodactylum zur Verfügung stellen, die ein putatives 
mitochondriales Importsignal trägt (siehe Abbildung 19, PT_mito), die zu der putativ 
plastidären Form von Phaeodactylum eine Homologie von 56 % aufweist und zu denen 
von Thalassiosira und den Oomyceten eine Homologie von ca. 58 %. Im Alignment sind 
zum Vergleich eine cytosolische PGM des Menschen und eine von E. coli mit aufgelistet, 
um zu verdeutlichen das die PGMs der Heterokonten N-terminale Verlängerungen 
besitzen. Die Homologie der H. sapiens und E. coli PGMs zu denen der Heterokonten liegt 
bei 50%, bzw. 60%.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 19 (folgende Seite): Alignment der Phosphoglyceratmutasen.  
Thaps = Thalassiosira pseudonana (JGI:Newv2.0genewise11.60.1); P.infestan = Phytophthora 
infestans EST Projekt (PFGD http://www.pfgd.org/) (Pi_011_55705_Feb05.seq); P.sojae = 
Phytophthora sojae (JGI: ESTEXT_FGENESH1_PM.C_110013); P.ramorum = Phytophthora 
ramorum (JGI: GWEUK.62.134.1); PT_mito = Phaeodactylum tricornutum mitochondrial 
(Konstanz); PT_plastid = Phaeodactylum putativ plastidäre PGM, inkl. Verlängerung des EST 
Contig C0988; E. coli = NCBI COG0588; H. sapiens = Homo sapiens NCBI AAA60072.1.  
Am Ende des Alignments sind die Homologien zueinander aufgelistet. Ps= P.sojae; Pr= P. 
ramorum; Pi= P. infestans; Pm= Phaeodactylum mitochondrial; Pp= Phaeodactylum putativ 
plastidär; Ta= Thalassiosira; Ec= E. coli; Hs= H. sapiens.  
Das ASAF Motiv ist bei der putativ plastidären PGM von Phaeodactylum hervorgehoben. Bei der 
P. infestans Sequenz ist das Serin durch ein gelbes Kästchen hervorgehoben, welches in der 
getesteten Sequenz ein Prolin ist, weitere Erklärungen siehe Text.  
2. Ergebnisse 
   - 50 - 
P.sojae     ----------------------------------------------------------------------- 
P.ramorum   ----------------------------------------------------------------------- 
P.infestan  ----------------------------------------------------------------------- 
PT_mito     ----------------------------------------------------------------------- 
PT_plastid  ----------------------------------------------------------------------- 
Thaps       MMMFRVANADSSRRPLRSSHTPTADCRLMTHQSDPIHRLQTPHNLTSKSEEEGTVSEVHCVENVRRARILF 
E.coli      ----------------------------------------------------------------------- 
H.sapiens   ----------------------------------------------------------------------- 
                                                                                    
 
P.sojae     ----------------------------------------------------------------------- 
P.ramorum   ----------------------------------------------------------------------- 
P.infestan  ----------------------------------------------------------------------- 
PT_mito     ----------------------------------------------------------------------- 
PT_plastid  ----------------------------------------------------------------------- 
Thaps       VEGDEWRSSCVVDKDPSPRLFEVLRIFAPFWSDGSLPPPIIPFSALRSCKSSIIDELASRIFVNIDQSNVH 
E.coli      ----------------------------------------------------------------------- 
H.sapiens   ----------------------------------------------------------------------- 
                                                                                    
 
P.sojae     -------MSKPRGWTEKRLHIRRRSRSVDSPPSRNESAQTMVLALRRSLAMSSRVANRSLGMLHQQQKAMK 
P.ramorum   ----------------------------------------MVLALRRSLALSSRVANRSLGMLHQQQKALK 
P.infestan  ----------------------------------------MVLALRRSLAISSRVANRSLGMLRQQQKAMK 
PT_mito     ----------------------------------------MFAVSRSSFLLATRVKTLRS----FAAVQAA 
PT_plastid  ---------------------MMLRSLVLALSWTVASAFTHQSTFWGRTAVTNSRILSLSPPTDASSSALC 
Thaps       PSTMKSSTLLFLLGKRVCAAMHRLAQRYCNNQLTTFFLTLIRSKASIGSTSGFVAPVTRTTFTANPTCTEL 
E.coli      ----------------------------------------------------------------------M 
H.sapiens   ----------------------------------------------------------------------M 
                                                                                    
 
P.sojae     HTHTLVLIRHGESEWNKKNLFTGWYDVQLSEKGNKEAAAAGQLLKQEGYTFDVAYTSYLKRAIRTLWHVLE 
P.ramorum   HTHTLVLIRHGESEWNKKNLFTGWYDVQLSEKGNKEAAAAGQLLKQEGYAFDVAYTSYLKRAIRTLWHVLE 
P.infestan  HTHTLVLIRHGESEWNKKNLFTGWYDVQLSEKGNKEAAAAGQLLKKEGYTFDVAYTSYLKRAIRTLWHVLE 
PT_mito     DKHTLVLVRHGESTWNLENKFTGWYDCPLSPKGHEEVIEAGQLIKKEGIKADIAFTSLLQRAIRSMWHVME 
PT_plastid  MKYTLVLVRHGESTWNKENRFTGWVDCPLSEAGEEEAHKGGQLLREGGYHFDKAYTSTLKRAIKTLWIVLE 
Thaps       YNHKLVLVRHGESTWNDLNIFTGWADADLNEKGKAEALAGGKLIKEAGFTFDVAYTSVLKRAIKTLWIILE 
E.coli      AVTKLVLVRHGESQWNKENRFTGWYDVDLSEKGVSEAKAAGKLLKEEGYSFDFAYTSVLKRAIHTLWNVLD 
H.sapiens   ATHRLVMVRHGETTWNQENRFCGWFDAELSEKGTEEAKRGAKAIKDAKMEFDICYTSVLKRAIRTLWAILD 
                **::****: **  * * ** *  *.  *  *.  ..: ::.     * .:** *:***:::* ::: 
 
P.sojae     QSDQMWIPVHKTWRLNERHYGALTGLDKQATVEKHGAEKVLEWRRSYNIPPPDLDTSSEYYP--GNDVKYQ 
P.ramorum   QSDQMWIPVHKTWRLNERHYGALTGLDKQATVEKHGAEKVLEWRRSYNIPPPDLDTASEYYP--GNDIKYK 
P.infestan  QSDQMWIPVFKTWRLNERHYGALTGLDKQATVEKHGAEKVLEWRRSYNIPPPNLDTSSEYYP--GNDVRYK 
PT_mito     QTDLMWIPVKKAWELNERHYGALQGLDKQETVDKYGKDQVLVWRRSYDVPPPTVDKTSEHHP--ANDPRYN 
PT_plastid  EMDLMYLPITNNWRLNERHYGALQGLNKQETVDKHGKDQVLEWRRSYNIPPPDIDEDSEYFP--GNDPMYK 
Thaps       EMDLMYIPIVNTWRLNERHYGGLQGLNKQETVDEYGKDQVLIWRRSYDIPPPECDESSEYYP--GNDPRYA 
E.coli      ELDQAWLPVEKSWKLNERHYGALQGLNKAETAEKYGDEQVKQWRRGFAVTPPELTKDDERYP--GHDPRYA 
H.sapiens   GTDQMWLPVVRTWRFNERHYGGLTGFNKAETAAKHGEEQVRSWRRSFDIPPPPMDEKHPYYNSISKERRYA 
              *  ::*: . *.:******.* *::*  *. ::* ::*  ***.: :.**        .   .::  *  
 
P.sojae     DVPKELLPLAESLELTAARVLPEWESTIVPTIKSGKNVVIAAHGNSLRALVKHLDNISEDEITGLNIPTGA 
P.ramorum   DVPKEELPLAESLELTAARVLPEWQSTIVPSIQAGKNVVVAAHGNSLRALVKHLDNISENEITGLNIPTGV 
P.infestan  DVPKADLPLAESLELTAARVLPEWERTIVPSIKSGKNVVVAAHGNSLRALVKHLDNISEDEITGLNIPTGV 
PT_mito     GFDFP-DEFTESLATTLERVVPFWNKEIVPELKAGKTVMVAAHGNSLRALVKHLDGIDESEISELNIPTGT 
PT_plastid  DVPKEDLPKAESLKLTEERFMSWWEDTLVPEIKSGTKILIAAHGNTLRALVKHLDNISPEDITGLNIPTGV 
Thaps       NVDKADLPKTESLKLTEDRFMPVWENEIAPAIKSGKKVLIAAHGNTLRALVKHLDNISSDTIAELNIPTGV 
E.coli      KLSEKELPLTESLALTIDRVIPYWNETILPRMKSGERVIIAAHGNSLRALVKYLDNMSEEEILELNIPTGV 
H.sapiens   GLKPGELPTCESLKDTIARALPFWNEEIVPQIKAGKRVLIAAHGNSLRGIVKHLEGMSDQAIMELNLPTGI 
             .        ***  *  * :. *:  : * :::*  :::*****:**.:**:*:.:. . *  **:***  
                                                            Ps Pr Pi Pm Pp Ta Ec Hs 
P.sojae     PLVYHLDENLKPIAHKDAIAPLSAFYLGDQDEIRARILGVKNQTK--  - 94 93 58 59 53 61 50 
P.ramorum   PLVYHLDENLKPIPHKDAIAPLSAFYLGNQDEIRARILGVKNQTK-- 94  - 93 58 60 54 61 50 
P.infestan  PLVYHLDENLKPIPHKDGIAPLSAFYLGDQDEIRARILGVKNQTK-- 93 93  - 59 61 57 62 50 
PT_mito     PLVYELDEDFKPIPQDGAIAPLQGRYLGDQDAIRARIEGVKNQTK-- 58 58 59  - 56 56 55 48 
PT_plastid  PLVYELDEELKPIPHKDAIAPLSGHYLGDQEEVRNRIGAVAAQT--- 59 60 61 56  - 58 56 50 
Thaps       PLVYELDDDLN-----NAIAPLQGMYLGNLDDVKARIAGVANQTK-- 53 54 57 56 58  - 59 50 
E.coli      PLVYEFDENFKP---------LKRYYLGNADEIAAKAAAVANQGKAK 61 61 62 55 56 59  - 55 
H.sapiens   PIVYELNKELKP--------TKPMQFLGDEETVRKAMEAVAAQGKAK 50 50 50 48 50 50 55  - 
            *:**.::.:::              :**: : :     .*  *      
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Die putativen mitochondrialen Importsignale der PGMs von Phytophthora infestans und 
die von Phaeodactylum wurden auf ihre Funktionalität mit egfp im Phaeodactylum 
Transformationssystem hin getestet (Klonierungsdetails siehe Kapitel 4, Material und 
Methoden). Die getestete Sequenz von Phytophthora weicht von der oben im Alignment 
dargestellten um eine Aminosäure ab. Das in gelb hervorgehobene Serin ist bei der 
getesteten Sequenz ein Prolin, es handelt sich hierbei wahrscheinlich um einen 
Stammunterschied (per PCR wurde mehrmals unabhängig voneinander das Prolin 
amplifiziert) oder um Sequenzfehler in der Datenbank.  
In Abbildung 20 ist zu erkennen, dass sowohl das Importsignal der PGM von 
Phaeodactylum als auch das von Phytophthora GFP in die Mitochondrien von 
Phaeodactylum transportiert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Phaeodactylum: prä-pgm-egfp  
20a) 
Phytophthora: prä-pgm-egfp 
prä-pgm-egfp Phytophthora prä-pgm-egfp Phaeodactylum 20b) 
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Abb. 20 (vorherige Seite): prä-pgm-egfp-Konstrukte von Phaeodactylum und Phytophthora. a) 
Graphische Darstellung der Konstrukte. b) LSM Aufnahme der transformierten Phaeodactylum 
Zellen. Die Mitochondrien von Phaeodactylum wurden mit Mitotraker orange angefärbt. In der 
Abbildung ist deutlich zu sehen, dass das GFP und das Mitotraker im gleichen Kompartiment 
vorliegen. In Grün ist die Fluoreszenz des GFPs dargestellt, in Orange die Fluoreszenz des 
MitoTrakers und in Rot die Eigenfluoreszenz des Chlorophyll a´s. 
 
 
2.1.5.2. Die Enolase  
 
Im Phaeodactylum EST Projekt (Maheswari et al. 2005) wurde ein Contig (C0439) und 
drei verschiedene EST-Fragmente (PTMM07536, PTMM02950 und PTMM04589) die für 
Enolasen codieren, identifiziert. Die ersten beiden ESTs (PTMM07536 und PTMM02950) 
überlappen und codieren für eine Enolase, aber wie auch bei dem Contig (C0439) fehlt der 
Anfang (5´Ende) der Enolase. Im Gegensatz dazu kodiert der EST Klon, PTMM04589, für 
einen N-Terminus einer Enolase und weist ein putatives mitochondriales Importsignal auf. 
Die Vervollständigung dieser Sequenz durch eine Blast Analyse mit den Sequenzen des 
Phaeodactylum Genomes durch Prof. Kroth (Uni Konstanz) zeigte, das dieser EST Klon 
der N-Terminus der beiden überlappenden ESTs ist. Somit haben wurden zwei Enolasen 
bei Phaeodactylum identifiziert. Die eine scheint eine putativ mitochondriale und die 
andere eine cytosolische Enolase zu sein. Die Verlängerung der Sequenz von C0439 mit 
den Rohdaten des Phaeodactylum Genomes (WGS-Daten, Megablast bei NCBI) zeigt, das 
sie keine N-terminale Verlängerung besitzt und es sich dabei möglicherweise um eine 
cytosolische Enolase handelt.  
Anhand der Sequenz des ESTs PTMM04589 wurden Oligonukleotide synthetisiert, um die 
Funktionalität der Importsignatur mit eGFP zu analysieren. Das Ergebnis der 
Transformation zeigt (siehe Abb. 21), dass es sich bei dieser Präsequenz um ein 
mitochondriales Importsignal handelt.  
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In einer Blast-Analyse mit der Sequenz der mitochondrialen Enolase aus Phaeodactylum in 
den Oomyceten Genomprojekten (Tripathy et al. 2006) konnte jeweils eine putative 
mitochondriale Enolase identifiziert werden (P.sojae: 
ESTEXT_FGENESH1_PM.C_630010;P.ramorum:FGENESH1_PM.C_SCAFFOLD_940
00001 ). Der Vergleich der N-Termini der P. sojae und P. ramorum Enolasen mit einem 
EST von P. infestans (EST Projekt: Gajendran et al. 2006; Pi_007_47608_Feb05.seq), der 
für die homologe Enolase kodiert, zeigt, dass bei den genomischen Sequenzen ein falsches 
Intron am N-Terminus annotiert worden ist, welches das Erkennen der Präsequenz 
verhindert. 
Bei den Braunalgen wurde nach den Enolase bei Dictyota dichotoma gesucht. Hierbei 
wurden drei Enolasen gefunden, wobei keine ein putatives mitochondriales Importsignal 
trägt (persönliche Mitteilung von M.F. Liaud).  
 
 
Abb. 21: a) Graphische 
Darstellung des prä-eno-egfp 
Konstruktes. 
b) LSM Aufnahmen von 
Phaeodactylum Zellen, die mit 
dem prä-eno-egfp Konstrukt 
transformiert wurden. Oben links 
ist die Eigenfluoreszenz des 
Chlorophyll a (rot) dargestellt, 
daneben die GFP Fluoreszenz 
(grün). Die Hellfeldaufnahme ist 
unten links dargestellt und 
daneben sind die Fluoreszenzen 
des Chlorophylls mit der des GFPs 
zusammen dargestellt.  
21a)  
21b)  
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2.1.6 Die mitochondrialen Glykolyse, eine kurze Zusammenfassung  
 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, das Phaeodactylum für jedes Enzym der 
Glykolyse, ab der Triosephosphatisomerase bis hin zur Pyruvatkinase eine nukleär codierte 
mitochondriale Isoform besitzt. Auch für die Oomyceten konnte für jedes dieser Enzyme 
des zweiten Teils der Glykolyse mitochondriale Isoformen gefunden werden. Für das 
Fusionsprotein aus Triosephosphatisomerase und Glycerinaldehyd-3-
Phosphatdehydrogenase (TPI-GAPDH), die Phosphoglyceratmutase (PGM) und die 
Pyruvatkinase (PYK) von Phytophthora konnte die Funktionalität der mitochondrialen 
Importsignale gezeigt werden. Hingegen konnte bei den Braunalgen nur für die TPI-
GAPDH nachgewiesen werden, dass sie ein mitochondriales Importsignal trägt. Für die 
anderen glykolytischen Enzyme konnten trotz verwenden mehrerer Phagenbanken 
verschiedener Braunalgen, keine Gene für die mitochondrialen Isoformen isoliert werden. 
 Die Aldolase (Fruktosebisphosphataldolase) kommt in der Glykolyse vor der TPI 
und spaltet die Hexose in zwei Triosen. In den Genom- und EST-Projekten der 
verschiedenen Heterokonten konnte in silico keine mitochondriale Aldolase gefunden 
werden. Es scheint, dass in den Mitochondrien von Phaeodactylum, und wahrscheinlich 
auch in anderen Heterokonten, nur der zweite Teil der Glykolyse ab dem Triosephosphat 
stattfindet.  
 
 
2.2 Mitochondrien-Isolierung von Heterokonten 
 
Die bisherige Arbeit hat gezeigt, dass zusätzlich zu der Glykolyse im Cytosol der zweite 
Teil der Glykolyse, ab dem Triosephosphat, in den Mitochondrien von Phaeodactylum und 
den Oomyceten lokalisiert ist. Arbeiten auf Proteinebene haben gezeigt, dass die TPI-
GAPDH ihre jeweiligen glykolytisch-enzymatische Aktivitäten behalten haben (Liaud et 
al. 2000), daher wird davon ausgegangen, dass auch die anderen mitochondrialen 
Isoformen die gleichen glykolytischen Funktionen haben wie ihre entsprechenden 
Isoformen im Cytosol.  
Um die Glykolyse ab der Triosephosphatisomerase durchzuführen, müssen die 
Mitochondrien Triosephosphat aus der Umgebung aufnehmen und dieses dann zu Pyruvat 
oxidieren, aus dem dann Acetyl-CoA gebildet wird, welches dann in den Citratzyklus 
eingeht. Die dort gebildeten Reduktionsäquivalente gelangen in die Atmungskette. Dies 
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bedeutet, dass bei Zugabe von Triosephosphat in einer Lösung mit isolierten und intakten 
Mitochondrien eine Zunahme der Atmung festzustellen sein müsste.  
Bei den Braunalgen konnte bis auf die tpi-gapdh kein weiteres Gen für die mitochondriale 
Glykolyse identifiziert werden. Die Isolierung von intakten Mitochondrien aus Braunalgen 
und die nachfolgenden enzymatischen Analysen könnten die Frage klären, ob auch hier der 
C3-Teil der Glykolyse in den Mitochondrien vorkommt.  
 
 
2.2.1 Mitochondrien-Isolierung bei Phaeodactylum tricornutum  
 
Phaeodactylum bietet für die Isolierung von Mitochondrien den Vorteil, dass für die 
Isolierung die Mutanten verwendet werden können die GFP in den Mitochondrien 
exprimieren, so fällt es leichter die Mitochondrien bei der Isolierung nachzuweisen. 
Für die Analyse wurde ein Protokoll aus der Arbeitsgruppe von Christiane Lichtle (Ecole 
normale superieure, ENS, Paris) für die Isolierung von Plastiden aus Phaeodactylum 
verwendet. Hierfür wurde dieses Protokoll soweit verändert, dass damit die Mitochondrien 
isoliert werden könnten. 
Das Schema in der Abbildung 22 zeigt die Strategie, weitere Details sind im Kapitel 4 
(Material und Methoden) aufgeführt. Nach dem Aufschluss der Zellen mit der 
FrenchPress, erfolgte die Trennung der Mitochondrien durch differentielle Zentrifugation 
von den Plastiden und anderen Zellfragmente. Nach jedem Schritt wurden Aliquots 
entnommen und mit dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.  
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Bei dem ersten Versuchsansatz (links in Abb. 22) war am Mikroskop nach dem Aufschluss 
mit der FrenchPress zu erkennen, dass die Phaeodactylumzellen aufgebrochen waren aber 
ein großer Teil der Organellen an den Zellfragmenten haften geblieben waren und nicht 
frei vorlagen. Der größte Teil der Organellen ging somit nach dem ersten 
Zentrifugationsschritt verloren, da sie pelletiert und verworfen wurden. Es war am 
Mikroskop aber auch zu erkennen, dass im Überstand, in dem sich noch einige Organellen 
befanden, die Mitochondrien an den Plastiden angelagert waren. Einige Mitochondrien 
lagen frei im Medium vor, diese waren aber viel kleiner als diejenigen, die an den 
Plastiden angelagert waren, so dass davon ausgegangen werden kann, dass es sich dabei 
um Mitochondrienfragmente handelt. Der Versuch, durch Zentrifugationsschritte die 
Abb. 22: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs, um die Mitochondrien von 
Phaeodactylum zu isolieren. Links der erste Ansatz, rechts der zweite Ansatz. Weitere 
Details zu dem Versuch sind in Kapitel 4 (Material und Methoden) nachzulesen.  
Zweiter Ansatz: Erster Ansatz: 
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Mitochondrien von den Plastiden zu trennen, gelang nicht. Deshalb wurde die 
Vorgehensweise zur Isolierung der Mitochondrien, wie in Abbildung 22 im zweiten Ansatz 
dargestellt (rechts), verändert. Gleich nach dem Aufschluss wurden alle im Medium 
befindlichen Organellen pelletiert, um sie nach Aufnahme in dem entsprechenden Puffer 
auf den Gradienten zu schichten.  
Mit Hilfe von Gradienten sollten die Organellen aufgrund ihrer Dichte von einander 
getrennt werden. Es wurden ein Sorbitol- und ein Saccharosegradient Gradient für die 
Etablierung eingesetzt. Die genaue Zusammensetzung der Gradienten kann in Kapitel 4.21 
nachgelesen werden und in Abbildung 23 ist sie verkürzt und schematisiert dargestellt. 
Nach der Zentrifugation konnte im Gradienten eine deutliche braune Bande (siehe Schema 
in Abb. 23) festgestellt werden. Die Gradienten wurden in 1ml Fraktionen unterteilt und 
am Mikroskop ausgewertet. In den braunen Banden befanden sich die Plastiden. 
Mitochondrien waren kaum zu sehen, wenn lagerten sie an den Plastiden an. Zusätzlich 
fanden sich in diesen Fraktionen vereinzelt auch sehr kleine Fragmente, die GFP 
Fluoreszenz aufwiesen. Hierbei handelte es sich wahrscheinlich um nicht intakte 
zerkleinerte Mitochondrien. Mit den Gradienten konnten die Mitochondrien von den 
Plastiden nicht getrennt werden. 
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Abb. 23.: Schematische Darstellung der Gradienten nach der Zentrifugation (in Farbe und 
fettgedruckt), angegeben ist auch die Schichtung vor der Zentrifugation. Weitere Details sind im 
Text und in Kapitel 4.21 aufgeführt.  
 
 
Diese Ergebnisse belegen einen engen Kontakt zwischen den Mitochondrien und den 
Plastiden von Phaeodactylum, auch nach dem Aufschluss ist dieser Kontakt vorhanden. 
Um diesen Kontakt genauer zu untersuchen wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen 
von Phaeodactylum Wildtypzellen angefertigt.  
Die Aufnahmen wurden von Herr Dr. Lünsdorf (HZI, Abteilung Mikrobiologie, 
Braunschweig) angefertigt. Für die ersten Aufnahmen wurden normale Schnittdicken (90-
100nm) gewählt. Es zeigte sich, dass die Membranen, insbesondere ihr Verlauf zu 
einander, nicht detailliert genug zu sehen waren (Daten nicht gezeigt), deshalb wurden 
Ultradünnschnitte (30nm) angefertigt (Abbildung 24a und 24b). Mit diesen 
Ultradünnschnitten wurden dann energiegefilterte Aufnahmen am 
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) angefertigt. 
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Abb. 24: Elektronengefilterte TEM Aufnahmen von Phaeodactylum tricornutum Wildtypzellen. 
Die Schnitte für beide Bilder sind 30nm dünn. M: Mitochondrium; P: Plastid. Rote Klammern: 
Mitochondrien Außen- und Innenmembran bzw. die vier Plastidenmembranen. Rote Pfeile: x-
förmige Einschnürungen, die auf Transporter hindeuten könnten. 
? 
b) 
  
M 
P  
a) 
P  
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In Abbildung 24a und 24b ist ein Querschnitt durch das Mitochondrium gezeigt. In der 
Abbildung 24a sind die Innen- und Außenmembranen (kleine rote Klammer) deutlich zu 
erkennen. Auch die Plastidmembranen (die vier Hüllmembranen (große rote Klammer) 
und die Thylakoidmembranen) sind klar zu sehen. Das Mitochondrium ist eng an den 
Plastiden angelagert. Dieser enge Kontakt ist auch in der Abbildung 24b zu erkennen, hier 
liegt ebenfalls das Mitochondrium der Länge nach an den Plastiden. Zusätzlich können x-
förmige Einschnürungen in den Mitochondrien bzw. Plastiden Hüllmebranen (rote Pfeile) 
festgestellt werden. Es könnte sich bei diesen Einschnürungen um Transporter an diesen 
Membranabschnitten handeln, die einen etwas direkteren Austausch von Stoffen zwischen 
dem Plastiden und dem Mitochondrium erlauben könnten.  
 
 
2.2.2. Mitochondrien-Isolierung bei Dictyota dichotoma  
 
Dictyota dichotoma besitzt im Vergleich zu den anderen Braunalgen weniger 
Speicherstoffe in Form von Zucker, was für die Mitochondrien Isolierung von Vorteil ist. 
Die verwendete Kultur stammt aus der Nordsee bei Helgoland, sie ist saisonal, so dass über 
den Sommer hinweg frisches, junges Material erhalten werden kann. Da es sich um 
Freilandalgen handelt, mussten sie erstmal gewaschen werden um sie von 
makroskopischen Algen zu befreien (siehe Abb. 25). Hierbei darf das Zellmaterial nicht 
geschädigt werden. Der Aufschluss dieser Blattalge erfolgte mit dem Warringblender, die 
folgenden Filtrationen und differentiellen Zentrifugationen sollten es ermöglichen, die 
Mitochondrien zu isolieren (siehe Schema in Abb. 25). Nach jedem Schritt wurden 
Aliquots am Licht- bzw. Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 25: Schematische Darstellung 
des Versuchsablaufs für die 
Isolierung von Mitochondrien aus 
Dictyota dichotoma. 
2. Ergebnisse 
   - 61 - 
Um die Mitochondrien zu identifizieren, wurde Mitotraker und Janusgrün eingesetzt. Der 
eingesetzte Mitotraker Orange CM-H2TMRos (M-7511, Molecular Probes) wird in 
intakten Mitochondrien oxidiert. Diese oxidierte Form hat die Eigenschaft zu fluoreszieren, 
wenn sie mit einer Wellenlänge von 574 nm angestrahlt wird. Janusgrün ist ein Farbstoff, 
der Mitochondrien „anfärbt“ und im Lichtmikroskop grün erscheinen läst. 
Am Mikroskop zeigte sich, dass die Freilandkultur von Dictyota eine Vielzahl an 
Bakterien und Mikroplankton beinhaltete. Einige dieser Organismen haben die Fähigkeit, 
bei derselben Wellenlänge wie das Mitotraker zu fluoreszieren. Daher konnte am 
Mikroskop zwischen einer Probe die mit Mitotraker behandelt wurde, und einer 
unbehandelten Probe nicht unterschieden werden. Somit konnte Mitotraker zur 
Identifizierung der Mitochondrien nicht verwendet werden. Ähnliches galt für Janusgrün, 
zwischen einer unbehandelten und einer behandelten Probe konnte am Mikroskop kein 
Unterschied festgestellt werden. Es bestand nicht die Möglichkeit, während der 
Aufarbeitung vorherzusagen in welcher Fraktion sich die Mitochondrien befinden. Eine 
differentielle Zentrifugation und der Einsatz von Gradienten (wie bei Phaeodactylum) 
brachten ebenfalls nicht das gewünschte Ergebnis.  
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2.3 Expressionsanalyse der GAPDHs von Phaeodactylum  
 
Bei Phaeodactylum tricornutum kommen vier verschiedene GAPDHs vor. Eine 
cytosolische (GapC2), eine plastidäre (GapC1) und zwei mitochondriale GAPDHs (Tpi-
GapC3 und GapC4). Bei dem gapC Gen handelt es sich um eine Duplikation des gapdh-
Teiles des tpi-gapC3 Genes. Die Homologie der GapC4 zu der GapC3 beträgt auf 
Aminosäureebene 87%, die Unterschiede liegen hauptsächlich im N- und im C-Terminus. 
Im Gegensatz zu dem tpi-gapC3 Gen besitz das gapC4 Gen keine N-terminale Präsequenz 
die für einen Transport in die Mitochondrien sorgt. Pamela Riemer konnte in ihrer 
Diplomarbeit (April 2004) zeigen, dass das Protein trotz fehlender Präsequenz in die 
Mitochondrien transportiert wird und dass die ersten 84 Aminosäuren des N-Terminus 
ausreichen, um GFP Reportergenkonstrukte korrekt in die Organelle zu importieren. Bei 
weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, dass sogar die ersten 25 Aminosäuren der 
GapC4 ausreichen (Zusammenarbeit mit M.F. Liaud, Daten nicht gezeigt).  
 
Eine Northernanalyse wurde durchgeführt, um die Transkriptmenge aller vier gapdh Gene 
zu untersuchen und diese miteinander zu vergleichen, weiterhin wurde die 
Transkriptmenge der gapC3 und der gapC4 verglichen. Für die Analyse der gapC3 und 
gapC4 wurde als Sonde ein 400bp großes DNA Fragment eingesetzt, das den mittleren 
Bereich beider gapC-mRNAs erkennt. Für die gapC1 und die gapC2 wurde jeweils eine 
Sonde mit einer Größe von 927 bp für die gapC1 bzw. 910 bp für die gapC2 amplifiziert. 
Für den Northern wurden 15µg Gesamt RNA eingesetzt, das Radiogramm zeigt für die 
gapC1 und gapC2 jeweils die erwartete Bande (siehe Abb. 26b). Um ein Signal für die 
gapC3/4 zu erhalten, wurde ein Northern hergestellt, für den 11,5µg Poly A+ RNA 
aufgetragen wurden (entspricht der 5x Menge die normalerweise eingesetzt wird). Im 
Radiogramm sind zwei Banden zu erkennen, die obere Bande entspricht der tpi-gapC3 (1,8 
kb) RNA, die untere der gapC4 (1kb) RNA. Die gapC4 Bande ist breiter und etwas stärker 
als die gapC3 Bande, deshalb könnte die gapC4 mRNA etwas stärker transkribiert sein als 
die gapC3 mRNA. Beide Gene werden, im Vergleich zu der gapC1 und gapC2 sehr 
schwach transkribiert, da 11,5µg Poly A+ eingesetzt wurden, um ein Signal detektieren zu 
können. Im Vergleich dazu reichte es aus 15µg Gesamt RNA einzusetzen, um ein starkes 
Signal bei der gapC1 (plastidär) und der gapC2 (cytosolisch) zu erhalten. Diese Ergebnisse 
deuten darauf hin, dass die mitochondrialen Proteine der GAPDHs stabiler sein könnten als 
die im Cytosol bzw. Plastiden, und deshalb weniger mRNA benötigt wird, möglicherweise 
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könnte auch die Glykolyse in den Mitochondrien eine Nebenrolle im Vergleich zu der im 
Cytosol spielen und deshalb nur könnte weniger Protein und damit weniger Transkripte 
vorhanden sein. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Eine Westernanalyse wurde durchgeführt, um Hinweise auf die Porteinmengen der 
GAPDHs zu erhalten. Dafür wurde Proteinrohextrakt von einer Phaeodactylum-Kultur in 
unterschiedlichen Volumina auf eine SDS-Page aufgetragen (5, 15 und 40 µl des 
Rohextraktes) wurden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 26: Autoradiogramm der Northernanalyse der gapdhs. In a) wurden 11,5 µg Poly 
A+ RNA aus Phaeodactylum UTEX 642 und in b) je Spur 15 µg Gesamt-RNA aus 
Phaeodactylum UTEX 646 mit einer 400bp großen Sonde, die spezifisch für die 
gapC3/C4 (a) bzw. mit einer 925 bp oder einer 910 bp großen Sonde für die gapC1 
bzw. für die gapC2 hybridisiert (b). Die Entwicklung des Radiogramms erfolgte nach 
24 h. Ein RNA Marker von Promega wurde verwendet.  
26b) 
26a) 
gapC3/4  
Abb. 27: Ergebnis der Westernanalyse der GAPDHs von Phaeodactylum. Von dem 
Proteinrohextrakt des Wildtyp Phaeodactylum UTEX 642 Stamms wurden jeweils 
drei unterschiedliche Volumina (5, 15 und 40 µl) aufgetragen. Für den Nachweis 
wurden Polyklonale-Anti-GapC1 bzw.-GapC2 und -GapC3 Antikörper verwendet. 
Der Anti-GapC3 Antikörper erkennt auch das GapC4 Protein.  
5µl   15µl   40µl 5µl   15µl   40µl 
 
5µl   15µl   40µl   
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Abbildung 27 zeigt, dass alle 4 GAPDHs exprimiert werden und dass die Proteine in 
ähnlich Mengen vorhanden sind, im Gegensatz zu den mRNAs. 
 
 
2.4 Die GAPDHs bei den Rotalgen  
 
In den neunziger Jahren wurde das GAPDH-System bei den Rotalgen charakterisiert 
(Liaud et al. 1993 und 1994, Zhou und Ragan 1995). Bei den Rotalgen Chondrus crispus 
und Gracilaria verrucosa (auch als G. gracilis bezeichnet) wurde jeweils ein cytosolisches 
gapC-Gen charakterisiert. Die Plastiden der Heterokonten stammen von einem Vorfahren 
der heutigen Rotalgen ab, weil die Rotalgen in dem endosymbiontischen Kontext bei der 
Entstehung der heutigen Heterokonten mit involviert waren, wurden im Folgenden die 
Sequenzen ihrer gapdh Gene analysiert. Bei der Sequenz von Gracilaria 
(Accessionnummer: AAB01379, NCBI) konnte ein offenes Leseraster (ORF) upstream des 
angegebenen Methionins identifiziert werden. Dieser 43 Aminosäuren langer ORF beginnt 
mit einem Methionin. Die PSORT-Analyse, die Wahrscheinlichkeit betrug 0,888, deutet 
darauf hin, dass es sich um ein mitochondriales Importsignal handeln könnte. Chondrus 
weist keine N-terminale Verlängerung in dem isolierten Gen auf. 
Diese N-terminale Verlängerung wurde auf ihre Funktionalität, mit eGFP, getestet, dafür 
standen die Transformationssysteme von Phaeodactylum und Tabak zur Verfügung, also 
heterologe Systeme, für Rotalgen selbst, gibt es bisher nur ein etabliertes System, um die 
Chloroplasten stabil zu transformieren (Lapidot et al. 2002). Als Positivkontrolle diente die 
mitochondriale Aconitase von Gracilaria (Accessionnummer: AAA80494, NCBI). Die 
Aconitase katalysiert die reversible stereospezifische Isomerisation von Citrat zu Isocitrat 
im Citratzyklus und ist nukleär kodiert. Als eine weitere Kontrolle wurde ein 
mitochondriales Phaeodactylum Konstrukt in Tabak exprimiert. Dafür wurden die bereits 
an egfp fusionierte komplette Sequenz und die Sequenz die für die ersten 25 Aminosäuren 
der GapC4 kodieren verwendet.  
Für die gapC von Gracilaria wurden zwei Konstrukte hergestellt, eins was das putative 
Importsignal trägt und eins, das die gesamte gapC Sequenz beinhaltet und jeweils an egfp 
fusioniert wurde. Mit der Präsequenz der Aconitase (aco) wurde ebenfalls ein egfp 
Konstrukt angefertigt. Als Transformationsvektoren wurden für Tabak pRT99 
(bereitgestellt von Dr. R. Hänsch, Inst. f. Pflanzenbiologie, TU-Braunschweig) und für 
Phaeodactylum pPha-T1 (Details siehe Kapitel 4) verwendet.  
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Nach der Transformation zeigte sich, dass das Importsignal der Aconitase GFP in die 
Mitochondrien von Phaeodactylum aber nicht in die Mitochondrien von Tabak 
transportiert (siehe Abb. 28). Für die GAPDH von Gracilaria zeigte sich, dass sowohl das 
Konstrukt mit der kompletten Sequenz der gapdh als auch das mit dem putativen 
Importsignal fusioniert an egfp im Cytosol von Tabakblättern verblieb (Abb. 28). Bei den 
Tabakzellen die mit dem Konstrukt der kompletten GAPDH transformiert wurden sah man 
eine Akkumulation des GFPs in der Zelle. Auch in den Phaeodactylum Zellen blieb das 
GAPDH-eGFP im Cytosol und akkumulierte hauptsächlich an einer Stelle in der Zelle, wie 
man in Abbildung 28 sehen kann. Diese Akkumulation liegt wahrscheinlich an der 
Fähigkeit der GAPDHs mit einander Bindungen einzugehen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 28: LSM Aufnahmen der Transformierten Phaeodactylum und Tabak Zellen. Oben 
ist das Ergebnis der Transformation der Tabakblätter mit den Konstrukten aus Gracilaria 
Prä-gapdh-egfp (kleines Konstrukt, nur Präsequenz an egfp fusioniert), gapdh-egfp 
(komplette gapdh an egfp fusioniert). aconitase-egfp (Präsequenz der Aconitase an egfp 
fusioniert) dargestellt. Das GFP ist bei allen drei Konstrukten in den Tabakzellen im 
Cytosol lokalisiert. 
Unten ist das Ergebnis der Transformation von Phaeodactylum Zellen mit dem gapdh-
egfp Konstrukt und dem Konstrukt der Präsequenz der Aconitase fusioniert an egfp von 
Gracilaria dargestellt. In rot ist die Eigenfluoreszenz des Chlorophyll a gezeigt, in grün 
die eGFP Fluoreszenz.  
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Zusammengefasst zeigen diese Versuche, dass erstens das Importsignal für die 
Mitochondrien der Rotalgen „kompatibel“ mit dem von Phaeodactylum, aber 
wahrscheinlich nicht mit dem von Tabak, ist und zweitens ist es möglich, dass die N-
terminale Verlängerung der GapC von Gracilaria nicht als Importsignal dient. Jedoch 
wurden die Versuche in einem heterologen System durchgeführt.  
 
In Abbildung 29 ist das Ergebnis für die Transformation von Tabakblättern mit dem prä-
gapC4-gfp Konstrukt, der nur die Sequenz für die ersten 25 Aminosäuren der GAPDH 
umfasst, von Phaeodactylum dargestellt. Das GFP lokalisiert im Cytosol, in 
Phaeodactylum lokalisiert das gleiche Konstrukt in den Mitochondrien. Auch das große 
Konstrukt (gapC4-egfp) blieb im Cytosol, hier kam es ebenfalls zu Akkumulationen der 
GAPDH in der Zelle (Bilder nicht gezeigt). Diese Ergebnisse zeigen, dass die 
mitochondrialen Importsignale von Phaeodactylum in Tabak nicht funktionell sind, und 
das dieses Transformationssystem nicht geeignet ist, um mitochondriale Sequenzen von 
Phaeodactylum oder Rotalgen zu testen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 29: LSM Aufnahmen der transient transformierten Tabakblätter mit dem kleinen prä-gapC4-
egfp Konstrukt von Phaeodactylum. Die GFP Fluoreszenz (grün) ist im Cytosol lokalisiert. In rot 
sind die Chloroplasten dargestellt. Links ist eine Epithelzelle dargestellt. Rechts ist eine 
Spaltöffnung dargestellt. Das Konstrukt ist so klein, dass es passiv in den Kern diffundieren kann. 
Daher ist der Zellkern bei beiden Aufnahmen deutlich zu sehen.  
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2.5 Phylogenetische Analysen  
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass bei den Diatomeen eine Teil-Glykolyse in den 
Mitochondrien, zusätzlich zu der cytosolischen Glykolyse, vorkommt. Bei den Oomyceten 
kommen ebenfalls für den zweiten Teil der Glykolyse, ab der Triosephosphatisomerase, 
alle Enzyme in den Mitochondrien vor. Auch bei den Braunalgen konnte das für die 
mitochondriale Glykolyse charakteristische tpi-gapdh Fusionsgen identifiziert werden, aus 
diesem Grund liegt die Vermutung nahe, dass auch bei anderen Heterokonten diese 
Glykolyse vorkommen könnte. Die Frage, die sich stellt, ist, ob diese mitochondriale 
Glykolyse eine rezente Akquirierung während der sekundären Endosymbiose oder ein altes 
Merkmal ist, also noch vom mitochondrialen Endosymbionten abstammt. Bislang wurden 
nur bei den Heterokonten mitochondriale glykolytische Enzyme identifiziert. Bei anderen 
komplexen Algen mit einem Rhodoplasten ist diese Glykolyse bisher unbekannt. Um den 
Ursprung der Gene der mitochondrialen Enzyme aufzuklären und einen Hinweis auf den 
Zeitpunkt, ab dem die Glykolyse in den Mitochondrien vorkommt zu erlangen sowie den 
möglichen Ursprung dieser Enzyme festzustellen, wurden phylogenetische Analysen 
durchgeführt, die in Folgenden beschrieben und graphisch dargestellt werden.  
 
 
2.5.1 Der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase Stammbaum  
 
Mittels phylogenetischen Analysen wurden die Verwandtschaftsbeziehung der in dieser 
Arbeit verwendeten GAPDHs analysiert. Die GAPDH Sequenzen sind gut konserviert und 
stellen daher einen guten phylogenetischen Marker dar. In Pflanzen kommen verschiedene 
GAPDH Typen vor, neben der plastidären GapA, bzw. GapB kommt die cytosolische 
GapC vor. Bei Algen, deren Plastiden aus einer sekundären Endosymbiose mit einer 
Rotalge abstammen, kommen nur GAPDHs des C-Typs vor. In der Maximum Likelihood 
Analyse (Abb. 30) wurden nur GAPDH Sequenzen des GapC Typs für die Analyse 
berücksichtigt. Die Analyse beinhaltet Sequenzen von 82 Taxa (Eukaryoten, 
Archaebakterien und Eubakterien) und wurde anhand von 310 alignbare 
Aminosäurepositionen berechnet. Um die statistische Signifikanz der Topologie 
darzustellen, wurde eine Bootstrap-Analyse durchgeführt, mit 100 Replikationen und nur 
die Werte über 50% sind im Stammbaum dargestellt.  
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Die in Abbildung 30 dargestellten Topologien decken sich weitestgehend mit bereits 
publizierten Stammbäumen (Henze et al. 1995, Fagan et al. 1998 und 2002, Liaud et al. 
2000, Harper und Keeling 2003). Im Blickpunkt dieser Analysen standen die Positionen 
der drei GapC-Typen der Heterokonten: GapC1 (plastidären GAPDHs), GapC2 
(cytosolische GAPDHs) und die GapC3/4 (mitochondriale GAPDHs). Bei allen drei 
GAPDHs bilden die Heterokonten jeweils einen gemeinsamen Ast, der gut unterstützt wird 
durch die Bootstrap-Analyse (99%, 61% bzw. 81%). Die plastidären GAPDHs (GapC1) 
der Heterokonten haben einen gemeinsamen Ursprung mit den Chromista und Alveolata 
(hellblau unterlegt). In dem GapC3/4 Ast befinden sich basal die Sequenzen der 
Crysophyceae (Heterokonten), diese Stellung konnte aber in dieser Analyse nicht durch 
Bootstrapwerte unterstützt werden. Doch wurde die Stellung der Crysophyceae Sequenzen 
in diesem Ast durch andere Analysen bestätigt (Harper und Keeling 2003), dies könnte 
darauf hinweisen, dass es sich bei den Crysophyceae GAPDHs um Mitglieder der 
mitochondrialen Isoformen handelt, doch diesen Sequenzen fehlt der N-Terminus, so dass 
keine Aussage über ihre Lokalisierung getroffen werden kann. Die GapC1 und die 
GapC3/4 zeigen im Vergleich zu der GapC2, die sich auf dem Tier/Pilz Ast befinden, eine 
frühe Trennung, wobei keine klare Verwandtschaft zwischen diesen GAPDH Typen 
festzustellen ist. Daher kann der Ursprung und mitochondrialen Glykolyse nicht eindeutig 
geklärt werden. Die in dieser Arbeit untersuchte GAPDH von Gracilaria gracilis (roter 
Stern), die einen verlängerten N-Terminus besitzt, gruppiert mit den cytosolischen Gapdhs 
von anderen Rhodophyten. Diese Analyse bestätigt somit die Ergebnisse der 
Transformationen und es handelt sich wahrscheinlich um eine cytosolische GAPDH.  
 
 
 
 
 
 
Abb. 30 (folgende Seite): GAPDH Maximum Likelihood Analyse von 82 GAPDH Sequenzen. 
Der Stammbaum wurde anhand von 310 Aminosäurenpositionen berechnet. Die Analyse wurde mit 
dem Programm Treefinder durchgeführt mit zu Hilfename des Matrizenmodels WAG GI4. Eine 
Bootstrap-Analyse (100 x) wurde eingesetzt um die statistische Signifikanz der Topologie 
festzustellen, nur die Werte über 50% sind dargestellt. Die Accessionnummern der verwendeten 
Sequenzen sind im Anhang aufgeführt. Gelb unterlegt sind die Sequenzen der Heterokonten. Mit 
einem Roten Stern gekennzeichnet ist die in dieser Arbeit untersuchte Sequenz von der Rotalge 
Gracilaria.  
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2.5.2 Phylogenetische Analysen der Phosphoglyceratkinase  
 
Bei der PGK handelt es sich um ein Enzym, das langsam und linear evolviert ist, ungefähr 
in denselben Raten wie das Cytochrom C (Pollack et al. 2005) und ist deshalb, wie die 
GAPDH, ein guter Marker für die Evolution. Die PGKs der drei Domänen (Archae, 
Bakteria, Eukarya) scheinen einen gemeinsamen Ursprung zu haben (Forthergill Gilmore 
und Michels 1993, in Pollack et al. 2005).  
Für die hier dargestellte phylogenetische Analyse wurden hauptsächlich eukaryotische und 
eubakterielle Sequenzen verwendet (Abb. 31). Die archaebakteriellen Sequenzen wurden 
nicht eingesetzt, weil vorherige Analysen gezeigt haben, dass die eukaryotischen PGKs 
einen eubakteriellen Ursprung haben (Nowitzki et al. 2004) und da das Augenmerk auf die 
Stellung der mitochondrialen PGKs der Heterokonten lag. Die Maximum Likelihood 
Analyse (Abb.31) beinhaltet Sequenzen von 55 Taxa und wurde anhand 440 
Aminosäurepositionen berechnet. Um die statistische Relevanz darzustellen wurde eine 
Bootstrap-Analyse, mit 100 Replikationen, durchgeführt. Nur die Werte über 50% sind im 
Stammbaum dargestellt.  
Die eukaryotischen Sequenzen verteilen sich auf zwei Teilstammbäume (A und B in Abb. 
31), dies deutet auf eine frühe Genduplikation der PGKs hin. Alle Sequenzen, mit 
Ausnahme der cytosolischen PGKs der Euglenozoa, auf dem Teilstammbaum A zeigen 
eine gemeinsame Insertion von 15 Aminosäuren (Alignment dieses Teiles der PGK ist im 
Anhang dargestellt). Auf diesem Ast gruppieren die cytosolischen PGKs von den Tieren 
und Pilzen mit einigen Sequenzen von Algen mit einem Rhodoplasten. Es handelt sich bei 
den Algen um PGK Sequenzen der Haptophyta, der Cryptophyta und der aplastidären 
Heterokonten (Oomyceten). Auch die Alveolata gruppieren parallel zu den eben genannten 
Organismen.  
In dem Teilstammbaum B befinden sich hauptsächlich die Sequenzen der Algen, Pflanzen, 
Cyanobakterien und Proteobakterien wieder. Dieser Ast teilt sich in zwei Gruppen auf. In 
der einen Gruppe befinden sich die PGKs der Proteobakterien wieder und mit ihnen 
gruppiert ohne Unterstützung durch die Boostrap-Analyse die cytosolische PGK von 
Phaeodactylum. Diese Stellung ist wohl auf Long Branch Atraktion (LBT) 
zurückzuführen, was durch die Astlänge angedeutet wird. Sie weist auch nicht die 
charakteristische Insertion auf wie die cytosolischen PGKs von den meisten Eukaryoten, 
unter anderem auch der Phytophthora Arten. Der andere Teil des B-Astes enthält die PGK 
Sequenzen von Algen, Pflanzen und Cyanobakterien, die einen gemeinsamen Ursprung 
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haben (100%). Basal trennen sich die mitochondrialen PGKs der Heterokonten, diese 
Topologie bedeutet, dass es sich bei den mitochondrialen PGKs der Heterokonten um ein 
altes Gen handelt, welches vor der Entstehung der Plastiden entstanden ist. Die PGKs der 
plastidären Organismen weisen einen cyanobakteriellen Ursprung auf (62%), dies 
bedeutet, dass die ursprünglich cytosolischen PGKs der Pflanzen nach einer Duplikation 
der plastidären von dieser ersetzt wurden (Nowitzki et al. 2004). Interessant ist die 
Stellung der plastidären Phaeodactylum PGK, sie gruppiert mit denen der Rotalgen 
zusammen, auch die Laminaria PGK tritt gemeinsam mit PGK Sequenzen der Rotalgen 
und einer Haptophyten auf. Der Laminaria Sequenz fehlt der N-Terminus, so das nicht 
geklärt werden kann, ob es sich hierbei um eine plastidäre PGK handelt. Es fehlen 
Sequenzen von weiteren Organismen an dieser Stelle, um die genaue Topologie zu 
bekräftigen, diese Stellung deutet an, dass die plastidäre Phaeodactylum PGK von dem 
plastidären Endosymbiont abstammt und sogar auf den cyanobakteriellen Vorläufer des 
primären Endosymbionten zurückzuführen ist.  
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Abb. 31: PGK Stammbaum (Maximum Likelihood Analyse). Verwendet wurde das Programm 
Treefinder mit dem Matrizenmodel WAG mit Gamma I 4. Die Berechnung basiert auf 440 
Aminosäurenpositionen. Die Statistische Signifikanz wurde durch eine 100x Bootstrap-Analyse 
bestätigt. Die Accessionnummern der verwendeten Sequenzen (55 Taxa) sind im Anhang 
aufgelistet. Gelb unterlegt sind die Sequenzen der Heterokonten, blau die Sequenzen die eine 15 
Aminosäure lange Insertion aufweisen. A und B kennzeichnen die Zweiteilung der eukaryotischen 
PGKs.  
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2.5.3 Der Stammbaum der Enolase 
 
Phylogenetische Analysen an glykolytischen Enzymen haben gezeigt, dass viele dieser 
Enzyme ähnlicher zu eubakteriellen Homologen sind als zu den archaebakteriellen 
Homologen, dies trifft zum Beispiel auf die GAPDH (Henze et al. 1995), PGK 
(Brinkmann and Martin 1996) und TPI (Keeling und Doolittle 1997) zu. Die Enolase stellt 
eine Sonderstellung dar, denn sie zeigt nicht mehr Ähnlichkeit zu den Eubakterien als zu 
den Archaebakterien.  
Der Maximum Likelihood Stammbaum der Enolase Sequenzen (Abb. 32) beinhaltet 
Sequenzen von 57 Taxa und basiert auf 470 Aminosäurepositionen. Die Topologien 
wurden durch eine Bootstrap-Analyse (100 Replikationen) überprüft und nur Werte über 
50% sind in dem Stammbaum dargestellt. Diese Analyse zeigt, wie eine Vielzahl 
publizierter Enolasestammbäume, keine gute Auflösung der eukaryotischen Sequenzen 
und weist viele nicht unterstützte Äste auf (Keeling und Palmer 2001, Hannaert et al. 
2000). Trotzdem zeigt die Abbildung 32, dass sich der Stammbaum in drei Hauptäste 
aufteilt. Der unterste Ast beinhaltet Sequenzen von den Rhodophyta, Cryptophyta und den 
Alveolaten. Im mittleren Ast kommen hauptsächlich die Sequenzen der Archae und 
Bakteria vor, basal zu diesen sind die Sequenzen von einigen Protisten und Kinetoplastiden 
lokalisiert, wobei diese Topologie keine Unterstützung durch die Bootstrap-Analyse hat. 
Im obersten Ast befinden sich die Enolasesequenzen der meisten Eukaryoten. Die 
Enolasen der Viridiplantae haben einen gemeinsamen Ursprung und mit ihnen gruppieren 
auch die Sequenzen einiger Oomyceten (97% Unterstützung). Dies deutet darauf hin, dass 
es sich bei dieser Enolase der Oomyceten um einen horizontalen Gentransfer, zwischen 
dem Wirt (die Pflanzen) und dem Pflanzenpathogenen (den Oomyceten) handelt. Die 
Enolasesequenzen der Metazoa/Fungi Gruppe bilden einen Schwesterast zu den der 
Viridiplantae/Oomycota (68%). Die cytosolischen und mitochondrialen Enolasen der 
Heterokonten haben einen gemeinsamen Ursprung, diese Topologie wird durch einen 91% 
Bootstrapwert unterstützt. Im Vergleich mit den phylogenetischen Analysen der 
Gylcerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase, der Phosphoglyceratkinase und der 
Pyruvatkinase bilden die mitochondrialen Enolasen der Heterokonten keinen gemeinsamen 
Ast, sondern gruppieren gut unterstützt (über 90%), mit ihren cytosolischen Isoformen. 
Dies bedeutet, dass die jeweiligen cytosolischen und mitochondrialen Enolasen den 
gleichen Ursprung haben und wahrscheinlich aus einer Duplikation hervorgegangen sind. 
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Abb. 32: Enolase Stammbaum. Dargestellt ist eine Treefinder Maximum Likelihood Analyse. Als 
Matrizenmodel wurde WAG GI4 verwendet. Es wurden 57 Taxa verwendet und die Berechnung 
erfolgte anhand von 470 alignbare Aminosäurepositionen. Die Bootstrap-Analyse umfasste 100 
Replikationen, nur die Werte über 50% sind in den Stammbaum dargestellt. Die 
Accessionnummern für die verwendeten Sequenzen sind im Anhang aufgeführt. Gelb unterleg sind 
die Sequenzen der Heterokonten. Die fett hervorgehobenen Phaeodactylum Sequenzen 
wurden in dieser Arbeit Analisiert. 
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3. Diskussion 
 
Die Diatomeen sind eine vielfältige Gruppe von Mikroalgen, die einen großen Teil des 
marinen Phytoplanktons darstellt und eine große Bedeutung für den globalen 
Kohlenstoffhaushaltes der Ozeane hat (Falkowski et al. 1998). Sie gehören zu den 
Heterokonten, Algen die einen Plastiden mit vier Membranen besitzen, der aus einer 
sekundären Endosymbiose mit einer Rotalge abstammt (Gibbs 1981, Douglas 1994, Mc 
Fadden und Gilson 1995, Palmer und Delwiche 1999, Cavalier-Smith 2000). Durch diese 
evolutiven Vorgänge kam es unter anderem zur Reorganisation von Stoffwechselwegen in 
der Zelle. 
 
 
3.1 Die mitochondriale Glykolyse bei Phaeodactylum  
 
Die Glykolyse findet bei allen Eukaryoten im Cytosol statt, bei photosynthetischen 
Organismen finden wir plastidäre Isoformen der glykolytischen Enzyme im Calvinzyklus 
wieder. Bei der pennaten Diatomee Phaeodactylum und ihre centrischen Verwandten, 
Thalassiosira und Odontella, finden wir zusätzlich mitochondriale Isoformen der 
glykolytischen Enzyme wieder. Das Fusionsprotein aus der glykolytischen 
Triosephosphatisomerase (TPI) und der Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase 
(GAPDH) ist in den Mitochondrien lokalisiert und zeigt glykolytische TPI und GAPDH 
Aktivitäten (Liaud et al. 2000). Durch das Verwenden des Transformationssystems für 
Phaeodactylum konnte in dieser Arbeit mit Hilfe von eGFP als Reportergen gezeigt 
werden, dass Phaeodactylum weitere glykolytische Enzyme besitzt, die in die 
Mitochondrien transportiert werden. Es handelt sich hierbei um die Phosphoglyceratkinase 
(PGK), die Phosphoglyceratmutase (PGM), die Enolase (ENO) und die Pyruvatkinase 
(PYK). Dafür wurde der N-Terminus der putativ mitochondrialen glykolytischen Gene, die 
bereits vorhanden waren oder von mir charakterisiert wurden, an egfp fusioniert und mit 
der Partikelkanone stabil in die Alge eingebracht. Durch LSM-Untersuchung der 
transformierten Algen wurde die Expression des GFP in den Mitochondrien nachgewiesen. 
Folglich existiert für jedes Enzym des zweiten Teils der Glykolyse (C3-Zucker, Abb. 33; 
ab der Triosephosphatisomerase) zusätzlich zu der cytosolischen Isoform, mindestens eine 
mitochondriale Isoform.  
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Der erste Teil der Glykolyse (C6-Zucker, Abb. 33) scheint nicht in den Mitochondrien 
vorzukommen. In dem vorhandenen EST- und Genomprojekt konnten in silico keine 
Fruktose-bisphosphataldolasen (FBA) gefunden werden, die eine putative mitochondriale 
Präsequenz besitzen. In einer neueren Arbeit über Aldolasen bei Diatomeen (Kroth et al. 
2005) wurden fünf verschiedene FBAs von Phaeodactylum identifiziert und analysiert, von 
denen drei in den Plastiden und zwei im Cytosol lokalisiert sind. Auch hier wurde keine 
FBA mit einer mitochondrialen Präsequenz nachgewiesen (Peter Kroth persönliche 
Mitteilung). 
 
Abb. 33: Die Glykolyse. Die Glykolyse ist in zwei Teile unterteilt (Klammern), der erste Teil 
umfasst die Hexosen (C6), der zweite Teil die Triosen (C3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Northern und Western Blot-Analysen der GAPDHs im Rahmen dieser Arbeit konnten 
zeigen, dass die unterschiedlichen cytosolischen, plastidären und mitochondrialen 
Isoformen exprimiert werden. Die Northernanalyse, sowie auch das Screenen der cDNA-
Banken zeigten, eine geringere Transkriptmenge der mitochondrialen Isoformen im 
Vergleich zu den cytosolischen. Die Westernanalysen hingegen zeigen auf Protein-Ebene 
keinen solch großen Unterschied zwischen den mitochondrialen und cytosolischen 
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Isoformen. Möglicherweise unterliegen die cytosolischen Isoformen einem stärkeren Auf- 
und Abbau als die mitochondrialen. Die mitochondrialen Isoformen müssen in die 
Organellen transportiert werden, dieser Schritt kostet die Zelle Energie und ist vielleicht 
ein Grund für eine höhere Stabilität dieser Proteine. 
Da es keinen mitochondrial lokalisierten C6-Teil der Glykolyse in den Diatomeen gibt, 
stellt sich die Frage woher das notwendige Triosephosphat für den mitochondrialen C3-
Teil der Glykolyse kommt. Darüber hinaus ist unklar, wann diese Glykolyse in den 
Mitochondrien gebraucht wird. 
 
Woher kommt das notwendige Triosephosphat für die mitochondriale Glykolyse?  
 
Triosephosphat ist im Cytosol vorhanden und könnte mit Hilfe eines Transporters in die 
Mitochondrien transportiert werden. Ein solcher Triosephosphattransporter an der 
mitochondrialen Membran ist noch nicht charakterisiert worden. Eine andere Möglichkeit 
wäre eine direkte metabolische Verbindung zwischen dem Calvinzyklus und dem 
Citratsäurezyklus. Hinweise auf eine derartige enge Verbindung zwischen den Organellen, 
die diese beiden Stoffwechselwege beherbergen, wurden im Rahmen der hier vorliegenden 
Arbeit etabliert. Die Mitochondrien und die Plastiden von Phaeodactylum haben eine enge 
Assoziation, bei der Mitochondrien Isolierung kam es zu dem Effekt, dass nach dem Zell-
Aufschluss die Mitochondrien eng an die Plastiden gelagert vorkamen, so dass es den 
Anschein erweckte, das ein physiologischer Kontakt zwischen diesen beiden Organellen 
existiert. Diese enge Assoziation zeigen auch die Elektronenmikroskopaufnahmen von 
Phaeodactylum Zellen, bei denen die Mitochondrien sehr eng an den Plastiden angelagert 
sind. Solche engen Verbindungen erlauben möglicherweise den direkteren Austausch von 
Stoffwechselintermediaten zwischen den Organellen. In den Plastiden der Diatomeen wird 
durch die Photosynthese Triosephosphat gebildet, was aus den Plastiden ausgeschleust 
wird, da dort keine Stärkespeicherung existiert und auch kein oxidativer 
Pentosephosphatweg (Michels et al. 2005). Dieses Triosephosphat könnte unter anderem 
nicht nur an das Cytosol, sondern auch „direkt“ an das Mitochondrium abgegeben werden, 
über noch nicht identifizierte spezifische Export/Import Translokatoren. Damit würde eine 
direkte metabolische Verbindung zwischen dem Calvinzyklus und dem Citratsäurezyklus 
entstehen. Vergleichbare Beobachtungen einer engen Assoziation des Apicoplasten und 
der Mitochondrien wurden bei Plasmodium gemacht (Hopkins et al. 1999, Ralph et al. 
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2004). Bei Plasmodium wird vermutet, dass der Hämpathway zwischen den zwei 
Organellen aufgeteilt ist (Ralph et al. 2004). 
 
Wann wird diese Glykolyse in den Mitochondrien gebraucht?  
 
Wie bereits erwähnt scheint es weniger Transkripte zugeben für die Gene für die 
mitochondrialen Enzyme, als die für die cytosolischen Enzyme, diese starke Diskrepanz ist 
bei den Proteinen nicht zu sehen. Die geringere Expression könnte einfach darauf 
zurückzuführen sein, dass die mitochondrialen Isoformen einem geringen Auf/Abbau 
unterliegen als die cytosolischen Isoformen, da der Import von Proteinen in die 
Mitochondrien Energie aufwändig ist. Im Laufe dieser Arbeit konnte festgestellt werden 
dass die glykolytischen Enzyme für alle drei Kompartimente per Reverse-Transkriptions 
(RT) PCR immer nachzuweisen waren, auch wenn die Kulturen, aus denen die RNA 
extrahiert wurde, unterschiedlich angezogen wurden (Temperatur Variationen von 20-
30°C, Tag/Nacht Rhythmus, nach einer längeren Dunkel- oder Lichtphase abzentrifugiert; 
Daten nicht gezeigt). Um die Bedeutung der mitochondrialen Glykolyse für die Zelle 
feststellen zu können, sollten Inaktivitäts- Studien durchgeführt werden, wobei die 
jeweiligen Gene nach und nach ausgeschaltet und die Auswirkung auf die Zelle beobachtet 
werden sollten. Eine wichtige Vorrausetzung hierfür ist aber, genau zu wissen wie viele 
Isoformen in den unterschiedlichen Kompartimenten vorkommen, denn sowohl für die 
Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase als auch für die Pyruvatkinase gibt es zwei 
Isoformen in den Mitochondrien.  
 
3.2 Die mitochondriale Glykolyse als „Marker“ für die Heterokonten  
 
In Liaud et al. 2000 wurde bereits darauf hingewiesen, dass es bei den Oomyceten, die wie 
die Diatomeen zu den Heterokonten gehören aber keinen Plastiden besitzen, ein tpi-gapdh 
Fusionsgen mit einem putativen mitochondrialen Importsignal existiert. Für die Braunalge 
Laminaria saccharina (Heterokont), konnte in der Arbeitsgruppe ebenfalls das Gen für das 
TPI-GAPDH Fusionsprotein isoliert werden. Obwohl morphologisch die Unterschiede 
zwischen diesen Organismen erheblich sind, haben sie einen gemeinsamen Ursprung, 
deshalb könnte das Transportsystem für die Mitochondrien konserviert sein und ihre 
mitochondrialen Importsignale auch in Phaeodactylum erkannt werden, auch wenn die 
Importsignale keine Konservierung aufweisen. Dies konnte auch im Rahmen dieser Arbeit 
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gezeigt werden, die Präsequenzen der TPI-GAPDHs von Laminaria saccharina und 
Phytophthora infestans konnten GFP in die Mitochondrien von Phaeodactylum 
transportieren.  
Für die Oomyceten, konnte gezeigt werden, dass für alle Enzyme des C3-Teiles der 
Glykolyse eine mitochondriale Isoform existiert, zusätzlich zu den cytosolischen 
Isoformen. Auch von diesen mitochondrialen Isoformen wurden die Präsequenzen der TPI-
GAPDH, PGM (beides von Phytophthora infestans) und der PYK (Achlya) erfolgreich in 
Phaeodactylum getestet. In den vorhandenen Oomyceten Genomprojekten konnte in silico 
ebenfalls keine Fruktosebisphosphataldolase (FBA) gefunden werden die ein mögliches 
mitochondriales Importsignal besitzt, so dass davon ausgegangen werden kann, dass auch 
bei den Oomyceten der zweite Teil der Glykolyse zusätzlich zu der im Cytosol, in den 
Mitochondrien vorkommt. 
 Bei den Braunalgen konnten wir in der Arbeitsgruppe, bis jetzt, nur die Gene und 
die cDNAs für die zwei Isoformen der mitochondrialen GAPDH (tpi-gapdh und gapC4) 
identifizieren. Wir gehen davon aus, dass die anderen mitochondrialen glykolytischen 
Enzyme vorhanden sind, aber noch nicht isoliert werden konnten. Dafür spricht, dass die 
RNAs für diese Gene relativ schwach transkribiert werden im Vergleich zu den 
cytosolischen oder plastidären glykolytischen Genen. Dazu kommt, dass die Braunalgen 
ein relativ großes Genom (ca. 600 Mb) besitzen und, dass die Braunalgengene viele Introns 
mit einer Größe von bis zu 2 kb aufweisen, dies erschwert die Identifikation der 
genomischen Sequenzen. Ein Genomprojekt von einer Braunalge könnte helfen 
herauszufinden, ob alle Enzyme bei Braunalgen existieren. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass bei einigen Phyla der Heterokonten eine zusätzliche 
mitochondriale Glykolyse vorkommt. Weitere Algengruppen, wie zum Beispiel die 
Crysophyceae, Raphidophyceae und Xanthophyceae gehören zu den Heterokonten. Es 
wird eine spannende Sache sein in den nächsten Jahren herauszufinden ob auch bei diesen 
Organismengruppen ein Teil der Glykolyse ebenfalls in den Mitochondrien lokalisiert ist. 
Es könnte sich um ein Merkmal dieser Gruppe handeln. Bei den Crysophyceae gibt es 
hinweise das sie ebenfalls eine GapC3 besitzen (Harper und Keeling 2003, 
Phylogenetische Analyse Abb. 30). Momentan wird das Genom der Alge Heterosigma 
akashiwo (Raphidophyceae, Heterokontophyta) in Roscoff (Frankreich) sequenziert 
(persönliche Mitteilung von Prof. Kroth). Auch ein EST Projekt der Raphidophyceae 
Fibrocapsa japonica ist momentan in Arbeit (ESTTAL Project; http://genome.imb-
jena.de/ESTTAL/cgi-bin/Project.pl). 
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3.3 Mitochondriale Glykolyse, ein neues oder ein altes Merkmal? 
 
Viele Gen-Errungenschaften und -Ersetzungen sind verbunden mit dem 
endosymbiotischen Ursprung der Organellen. Die glykolytischen Enzyme in höheren 
Pflanzen zeigen einen unterschiedlichen evolutiven Ursprung, bei Spinat konnte gezeigt 
werden, das die cytosolischen glykolytischen Enzyme einen cyanobakteriellen oder einen 
eubakteriellen Ursprung haben (Martin und Herrmann 1998). Die Entstehung der 
Eukaryoten geht wohl mit der Akquirierung des mitochondrialen Endosymbionten einher 
(Hydrogen Hypothese, Müller und Martin 1998) und damit verbunden ist auch die 
Errungenschaft der Glykolyse durch die Wirtszelle.  
Die meisten glykolytischen Enzyme sind gut geeignet für phylogenetische Analysen und 
zeigen in den meisten Analysen einen eubakteriellen Ursprung (siehe z. B. für die PGK 
Nowitzki et al. 2004). 
Bei den Analysen der Phosphoglyceratkinase, der Pyruvatkinase und der Glycerinaldehyd-
3-Phosphatdehydrogenase ist deutlich zu sehen, dass die mitochondrialen Isoenzyme der 
Heterokonten einen Ast bilden und einen gut unterstützten monophyletischen Ursprung 
haben.  
Bei dem PGK Baum gruppieren die mitochondrialen Isoformen basal zu den Sequenzen 
der Cyanobakterien, Pflanzen und Chromista (Boot 100%), diese Stellung deutet an, dass 
es sich um ein altes Gen handelt, was vor der Entstehung der Plastiden vorhanden war, 
auch die Analyse des Pyruvatkinase Baumes unterstützt diese Aussage. Die 
mitochondrialen Pyruvatkinasen der Heterokonten gruppieren als Schwesternast zu den 
Sequenzen der aplastidären Eukaryoten, getrennt von den anderen photosynthetischen 
Organismen (Boot 98%). Die cytosolischen Pyruvatkinasen der Heterokonten hingegen 
gruppieren inmitten der plastidären Organismen, diese Stellung zeigt deutlich, dass die 
cytosolischen Pyruvatkinasen einen gemeinsamen Ursprung mit denen der anderen 
Plastiden besitzenden Organismen haben. Laut der hier gezeigten Analyse haben sich die 
cytosolischen und mitochondrialen Pyruvatkinasen der Heterokonten früh getrennt, zu den 
Zeitpunkt als die Photosynthese in Eukaryoten etabliert wurde.  
Es scheint sich bei der mitochondrialen Glykolyse der Heterokonten um ein altes Merkmal 
zu handeln, das schon früh in der Evolution der Heterokonten entstanden ist, z.B. während 
der Akquirierung des Rhodoplasten, oder sogar als Überbleibsel des mitochondrialen 
Symbionten zu betrachten ist, wobei die Gene vom Symbionten- ins Kerngenom 
transferiert und von dort wieder zurück transportiert werden mussten.  
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3.4 Betrachtungen zu der Chromalveolaten Hypothese 
 
Die Heterokonten werden zu den Chromista gezählt. Die Chromista sind Algen, die alle 
einen sogenannten komplexen Plastid besitzen, der von einer Rotalge abstammt, den 
Rhodoplasten (Cavalier-Smith 1999). Zu den Chromista gehören neben den Heterokonten 
auch die Haptophyten und Cryptophyten, sie alle wurden aufgrund von morphologischen 
(z.B. Flagellenstruktur), biochemischen (Chlorophyll c, Speicherkohlenhydrate) und 
molekularen Markern zu dieser Gruppe gezählt. Die Chromista werden mit den Alveolaten 
(Apicomplexa, Dinophyten und Ciliaten) als Chromalveolata zusammengefasst (Cavalier-
Smith 1999). Die Gruppierung der Alveolata konnte durch 18S rDNA und konkatenierte 
nukleäre Sequenz Analysen gezeigt werden (Van de Peer und De Wachter 1997, 
Rodriguez-Ezpeleta et al. 2005). In der Chromalveolaten Hypothese (CA-Hypothese) wird 
ein monophyletischer Ursprung postuliert für alle oben genannten Algengruppen, sowohl 
für den Endosymbionten, den Rhodoplasten, als auch für die Wirtszelle (Cavalier-Smith 
1999). Für die Monophylie des Endosymbionten sprechen die Analysen von nukleär 
kodierten Genen für plastidäre Enzyme (Liaud et al. 1997, Teich 2002, Harper und Keeling 
2003, Patron el al 2004, Kroth et al. 2005, Teich 2006) und von plastidär kodierten 
Proteinen (Daugbjerg und Anderson 1997, Yoon et al. 2005). Als ein Beispiel soll hier nur 
die GapC1 erläutert werden. Die GapC1 ist eine Duplikation der cytosolischen GAPDH 
die in den Plastiden der Chromalveolaten transportiert wird und dort die Aufgabe der 
GapA bzw. GapB im Calvin Cyclus ersetzt hat, die üblicherweise bei Chloroplasten aus 
einer primären Endosymbiose vorkommen (Liaud et al. 1997 und 2000, Teich 2002, 
Harper und Keeling 2003, Fast et al. 2001). Um die Aufgabe der GapA zu ersetzten musste 
die GapC1 ihre Co-Substratspezifität ändern. Es ist sehr unwahrscheinlich, das die 
Duplikation, die Änderung der Co-Substratspezifität und die Akquirierung des 
Importsignales für den Plastiden mehrmals unabhängig voneinander entstanden ist, die 
phylogenetischen Analysen der GapC1 dieser Organismen bestätigt, dass sie einen 
gemeinsamen Ursprung haben (siehe z.B. den GAPDH-Stammbaum in dieser Arbeit 
Kapitel 2.5.1, Liaud et al. 2000).  
Bezüglich der Wirtszelle konnte kein Hinweis auf eine Monophylie der Chromalveolaten 
gefunden werden. Dies zeigten Untersuchungen an den cytosolischen glykolytischen 
Genen, die für eine Vererbung über die Wirtszelle sprechen (Teich 2006), 18S rDNA 
Analysen (Van de Peer und De Wachter 1997), cytosolischen Genen (Harper et al. 2005, 
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Baldauf et al. 2000), mitochondrialen Genen (Sanchez Puerta et al. 2004) und 
mitochondrialer Genome (Gray et al. 1998).  
Die phylogenetischen Analysen in dieser Arbeit zeigen, dass die mitochondrialen 
Isoformen der Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase, der Phosphoglyceratkinase und 
der Pyruvatkinase der Heterokonten einen gemeinsamen Ursprung haben, was durch gute 
Bootstrapwerte unterstützt wird und, dass es sich um Gene bzw. Proteine handelt, die vor 
der Entstehung des Plastids in der Wirtszelle vorhanden waren. Bei den anderen Algen mit 
einem Rhodoplasten wie z.B. die Haptophyten, bei denen bereits viele glykolytische 
Enzyme charakterisiert wurden (Harper und Keeling 2003, Teich 2002 und 2006) sind bis 
heute keine mitochondrialen Isoformen bekannt, auch nicht bei anderen Mitgliedern der 
Chromista, bzw. Chromalveolata. Hiermit liefert diese Arbeit ebenfalls einen weiteren 
Hinweis dafür, dass die Wirtszelle der Chromalveolaten keinen gemeinsamen Ursprung 
hat, unter der Vorraussetzung das sich in den Genomen der anderen Mitglieder der 
Chromalveolaten keine Überreste der mitochondrialen glykolytischen Gene finden läst. 
Diese Diskrepanz zwischen der Monophylie des Rhodoplasten und Polyphylie der 
Wirtszelle kann durch tertiäre Endosymbiosen erklärt werden (siehe Teich 2006).  
 
 
3.5 Importsignale 
 
Ein entscheidender Moment in der Evolution der eukaryotischen Zelle war die Erwerbung 
der Mitochondrien, und dies scheint nur einmal in Laufe der Evolution vorgekommen zu 
sein (Martin und Müller 1998, Gray et al. 1999, Lang et al. 1999, Kurland und Andersson 
2000). Genkopien des Symbionten fanden ihren Weg zum Wirtszellkern, nach ihrer 
Expression müssen sie in die Organelle importiert werden (Kurland und Andersson 2000, 
Lang et al. 1999, Cavalier-Smith 2002). Diese kerncodierten Proteine besitzen oft N-
terminale Importsignale. Importsignale für die Mitochondrien weisen meist keine 
Konsensussequenz auf, vielmehr ist ihre Sekundärstruktur von Bedeutung (Schatz et al. 
1996). Charakteristika für mitochondriale Importsignale sind positiv geladene 
Aminosäuren (Arginin [R] und Lysin [K]) alternierend mit hydrophoben Aminosäuren 
(Alanin [A], Valin [V], Leucin [L] und Isoleucin [I]). Diese N-terminalen Verlängerungen 
können eine amphiphatische α- helikale Struktur ausbilden, mit einer hydrophoben und 
einer hydrophilen Seite (von Heijne 1986, Chacinska et al. 2002). Wie sich die 
Präsequenzen entwickelt haben ist immer noch eine offene Frage. Eine Möglichkeit das 
3. Diskussion 
  - 83 - 
Vorhandensein dieser genetischen Domänen zu erklären ist, ist das die bakteriellen Gene 
bereits N-terminale Verlängerungen besaßen die prädisponiert waren um als 
mitochondriale targeting Signale zu fungieren, wie anhand von Computer unterstützen 
Analysen des Genomes von E. coli gezeigt werden konnte (Lucattini et al. 2004). Eine 
weitere Erklärung ist, dass diese Domänen im Laufe der Evolution an die entsprechenden 
Gene angehängt wurden, die Akquirierung von Importsignalen könnte durch DNA 
Rekombination oder Exon shuffling erfolgt sein (Long et al. 1996, Kubo et al. 1999, 
Wischmann und Schuster 1995). Durch Exon shuffling kann eine bereits bestehende 
genetische Domäne an ein anderes Gen abgegeben werden und hier dann als 
Importsignatur dienen. Ein Beispiel hierfür ist das Importsignal des Cytochrom c1 der 
Kartoffel, bei der die ersten drei Exons der GapC rekrutiert worden sind, und hier nach 
einigen Mutationen als Importsignal dienen (Long et al. 1996). Oft befinden sich nach den 
Importsequenzen Introns, was ein Hinweis auf Exon shuffling sein könnte. Die in dieser 
Arbeit analysierten Gene von Phaeodactylum zeigen das die tpi-gapdh und die pgm ein 
Intron in der Präsequenz besitzen. Bei den Genen für die pgk, eno und pyk kommen 
entweder keine Introns vor (pyk) oder das erste Intron befindet sich in den konservierten 
Bereichen des Gens. Bei diesen Sequenzen könnten die Introns verloren gegangen sein. 
 
Nicht jede N-terminale Verlängerung ist ein Importsignal, obwohl die Vorhersagen 
dahingehen gedeutet werden konnten, wie z. B. die N-terminalen Verlängerung der 
Pyruvatkinase 4 von Phaeodactylum. Die phylogenetische Stellung der Pyruvatkinase 4 
von Phaeodactylum zeigt, das sie einen proteobakteriellen Ursprung hat. Das bedeutet, 
dass es sich hier entweder um ein Gen handelt was vom mitochondrialen Endosymbionten 
abstammt und nicht mehr in die Organelle zurück kehrt oder um eine rezente Akquirierung 
dieses Genes durch den Vorfahren der Diatomeen, durch z.B. Horizontalen Gentransfer, 
denn bei anderen Heterokonten, wie z.B. den Oomyceten konnte kein homologes Gen zu 
dieser Pyruvatkinase gefunden werden. Für Proteobakterien ist es nicht ungewöhnlich 
einen langen 5´-Terminus am Protein zu besitzen, die als mitochondriale Importsignaturen 
in Eukaryoten dienen können (Lucattini et a. 2004).  
 
Die Versuche an der GapC4 von Phaeodactylum zeigen, dass der 5´-Terminus eines 
Genes, bzw. Proteines während der Evolution soweit verändert werden kann, das es neben 
seiner für die Proteinfunktion wichtigen Domäne, auch als Importsignal dienen kann. Dies 
impliziert, dass dieses Importsignal nicht abgespalten werden darf, nach dem Import in die 
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Mitochondrienmatrix, denn sonst würde die Proteinfunktion eingeschränkt, bzw. 
unmöglich werden.  
 
Das Testen der Oomyceten und Braunalgen Präsequenzen in Phaeodactylum zeigte, dass 
obwohl die Aminosäuresequenzen nicht konserviert sind, diese Importsignale im 
heterologen System erkannt werden, also die mitochondrialen Systeme 
(Importmechanismus, Importsignal) dieser Verwandten Arten erhalten geblieben ist oder 
noch ähnlich genug funktionieren. Auch die Importsignale der Rotalgen, in diesem Fall die 
Präsequenz der Aconitase von Gracilaria, werden in Phaeodactylum erkannt. Hingegen 
funktionieren diese Präsequenz und das Importsignal der GapC4 von Phaeodactylum nicht 
in Tabak, dies zeigt, dass es in der Evolution zu Spezialisierung des Importsystemes 
gekommen sein muss. Es scheint eine Coevolution von Importsignal und 
Importmechanismus gegeben zu haben. Evolutiv gesehen gab es zu Anfängen der 
Mitochondrien wahrscheinlich nur einen Importkanal (TOM40) der strukturelle 
Ähnlichkeiten mit den bakteriellen Porinen aufweist (Gabriel et al. 2001, Herrmann 2003), 
später folgten die Rezeptoren (wie z.B. TOM20, TOM70, TOM22) die keine Homologen 
bei den Bakterien haben (zusammengefasst in Herrmann 2003). Dazu kommt, dass der 
biochemische Importmechanismus für den Chloroplasten (TOC/TIC) ähnlich zu dem der 
Mitochondrien (TOM/TIM) ist. Im Laufe der Evolution wurde der Transport bei höheren 
Pflanzen in beide Organellen spezifischer, bzw. effektiver gestaltet, um Fehlimporte zu 
vermeiden, da die meisten Organell Proteine kernkodiert sind. Dies könnte ein Grund sein 
warum die Importsignaturen für das Mitochondrium von den Rotalgen oder Diatomeen in 
Tabak nicht erkannt werden.  
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4. Material und Methoden  
 
4.1 Verwendete Kulturen 
4.1.1. Herkunft des Algen- bzw. Oomycetenmaterials 
Phaeodactylum tricornutum: 
UTEX 646: Zur Verfügung gestellt von der AG Prof. Kroth Uni-Konstanz.  
UTEX 642: Algenkultursammlung Göttingen 
 
Phytophthora infestans: 
Zur Verfügung gestellt von Herr Gieffers (Köln) 
 
Dictyota dichotoma:  
Von der Nordsee vor Helgoland  
 
4.1.2. E. coli Stämme 
 
POP13   Schwarz-Sommer et al (1987) 
XL1-Blue  Stratagene 
XL1-Blue MRF´  Stratagene 
SOLR    Stratagene 
KW 251  Promega 
K803    Wood 1966 
 
4.2 Plasmid und Bakteriophagen Vektoren 
pBlueskript II SK+  Stratagene 
pBlueskript-GFP Zaslavskaia et al 2000 
pPha-T1  Zaslavskaia et al 2000 
pRT99   Toepfer et al 1988 
λEMBL3   Stratagene 
λZAPII   Stratagene 
PCR 2.1   Invitrogen 
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4.3 Enzyme der Molekularbiologie 
Restriktionsenzyme und die meisten DNA bzw. RNA modifizierenden Enzyme sind von 
der Firma MBI-Fermentas bezogen worden. Ausnahmen sind im Text extra 
gekennzeichnet und/oder in der folgenden Liste aufgeführt: 
 Alkalische Phosphatase CIAP   MBI Fermentas, # EF0341 
 DNase Boehringer Mannheim,   # 104159 
 DNase I     Fermentas #0521 
 Klenow-Polymerase     MBI Fermentas, # EP0052 
 Proteinase K      Merck, # 124568.0500 
 RNase      Serva, # 34390.03 
 RNase H      MBI Fermentas, # EN 0201 
 Superscript III Reverse Transkriptase  Invitrogen, # 18080-044 
 Thermoscript Reverse Transkriptase  Invitrogen, # 11146-024 
 T4 DNA-Ligase     MBI Fermentas, # EL0011 
 T4 Polynukleotid Kinase    MBI Fermentas, # EK0031 
 
4.4 Reagenssätze (Kits) 
GENECLEAN turbo Kit    Q-BIOGENE, # 1102-200 
RNeasy Plant total RNA Kit     Quiagen # 74903 
ALFexpressTM Auto ReadTM Sequencing Kit Amershan Bioscience # 27-2690-02 
DIG DNA labelling and Detection Kit  Boehringer Mannheim #1093657 
display THERMO-RTTM Kit    Display Systems Biotech # 570-100 
ThermoScript™ RT-PCR Sytem    Invitrogen, # 11146-024 
Jetstar 2.0 Plasmid Maxi Säulen   Genomed 
PolyATract® mRNA Isolation System IV   Promega # Z5310 
DNAce Quick Clean      Bioline, BIO-37042 
ECLTM Western Blotting Analysis System  Amershan Biosciences RPN2108 
 
4.5 Sonstiges 
1 kb-Ladder     Invitrogen, # 15615-016 
100bp DNA Ladder (O’RangeRuler)  MBI Fermentas, # SM0623 
BSA       MBI Fermentas, # B14 
p(dN)6 Hexanukleotide    Pharmacia, # 27-2166-01 
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4.6 Verbrauchsmaterialien 
Autoradiographie filme X-OMAT AR von der Firma Kodak. 
Nylonmembran und Nitrocellulosefilter von der Firma Pall Gelman. 
„Whatmann Papier“ von der Firma Schleier und Schuell. 
Zellstoff von der Firma Roth. 
Falcon-Röhrchen, Spitzen und Eppendorf Gefäße von der Firma Sarstedt. 
 
4.7 Chemikalien 
Die verwendeten Chemikalien stammen von den Firmen Roth, Merck, Sigma und 
Invitrogen. 
Radiochemikalien lieferte die Firma Amersham Buchler und Hartmann Analytics (beide 
Braunschweig). 
 
4.8. Geräte 
Automatische Sequenzierer   Pharmacia LKB A.L.F. DNA Sequenzer  
mit Compaq DeskPro 386/20e 
Computersysteme   Windows PC 
Elektrophoresekammern  BIO RAD, Sub-Cell GT 
Elektrophorese-Netzgeräte  Ingenieurbüro Fischer für Agarosegele 
Elektroporator   BIO-RAD Gene PulserII & BIO-RAD Pulse 
ControllerII 
Elektroporationsküvetten  VWR, # 732 1802 
Kühlwasserbad   Julabo F 10-Kryostat 
Kühlzentrifugen   Sorvall RC5B, mit Rotoren: GS3, GSA, SS 34, SA-
600 
PCR-Maschine   Eppendorf Mastercycler 
Pipetten    Gilson 2, 20, 200, 1000 
Thermostat    Eppendorf 5320 
Tischzentrifugen   Heraeus, Biofuge fresco und Biofuge 22R 
Ultrazentrifuge   Beckmann TL100, mit Rotor: Ti 70.1 und SW 41 
Untertischzentrifuge   Beckmann, GPKR 
Vakuumzentrifuge   Bachofer 
Wasserbäder     GFL 
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4.9 Verwendete Oligonukleotide 
Name Sequenz Verwendung 
univers  CGTAATACGACTCACTATAGGGC  Sequenzierung und PCR; pBS SK+ (+) 
revers  GGAAACAGCTATGACCATGATTAC  Sequenzierung und PCR; pBS SK+ (-) 
inv 214  CGCCTCCAACCAGCACG pyk 4 Phaeodactylum PCR 
Inv 62  CTCCAAGATCCAGTGGG gapC3 Sonde Northern Phaeodactylum () 
Inv 63  GCGGAAGCTCATTCCGG gapC3 Sonde Northern Phaeodactylum () 
Rot 446   CGGACGTATCGGACGTC gapC1 Sonde Northern Phaeodactylum (+) 
Rot 447  GTATTCGTTGTCGTACC gapC1 Sonde Northern Phaeodactylum (-) 
Inv 60  CGGACGTCTCGTGATGCG gapC2 Sonde Northern Phaeodactylum (+) 
Inv 61   GTTATCATACCAGGCG gapC2 Sonde Northern Phaeodactylum (-) 
inv 5  GGTCCGGATTTCAGGAC pyk 5 Phaeodactylum Sonde 
inv 30  CACGAGCCACCATGATG pyk 5 Phaeodactylum Sonde 
Rot 117  CCGGATCCGATGTCTTTCGTCTC pyk 4 Sonde Phaeodactylum ohne Präsequenz  
Rot 113  CCCTGCAGTTAATCGACACGGCAAAC pyk 4 Sonde Phaeodactylum ohne Präsequenz 
Rot 213  CTGGCCTAGCAAGAGTGC pPha-T1 (+) 
Rot 266  GCCGTAGGTGGCATCGCC GFP (-) 
Rot 255  CCGAATTCTTGTTCTTCCTTGC tpi-gapdh Phaeodactylum Konstrukt (+) 
Rot 256  GGCCATGGAACCGTTGCATTTCCAG tpi-gapdh Phaeodactylum Konstrukt (-) 
Rot 306  GCCCCGGGAGCAAATACCGCAACTCC pgk2 Phaeodactylum Konstrukt (+) 
Rot 335  GCCCATGGCTTCCTGGGCCAGTTG pgk2 Phaeodactylum Konstrukt (-) 
Inv 75  CCGAATTCCGTATTGTTCGTATTCG eno Phaeodactylum Konstrukt (+) 
Inv 76  GGCCCATGGTTCCCTGCGCCGTCG eno Phaeodactylum Konstrukt (-) 
Inv 3  CCGAATTCCTATCGGCGCAGTAA pyk 5 Phaeodactylum Konstrukt (+) 
Inv 4   GGCCATGGCTCCGGTAACGGGC pyk 5 Phaeodactylum Konstrukt (-) 
Inv 206  CCGAATTCTCTCCCCAAGGTGC pgm Phaeodactylum Konstrukt (+) 
Inv 207  GGCCATGGGGCAGTCGTACCATC pgm Phaeodactylum Konstrukt (-) 
Rot 299  CCGAATTCTGAGCTCATTCTCG tpi-gapdh Phytophthora Konstrukt (+)  
Rot 300  GGCCATGGCCGTGTTAAGCATTCC tpi-gapdh Phytophthora Konstrukt (-)  
Rot 370  GCGAATTCATGTTCTCCGCAGC tpi-gapdh Laminaria Konstrukt (+) 
Rot 372  CGCCATGGACCCGTTGCACTTCCAG tpi-gapdh Laminaria Konstrukt (-)  
Rot 401  CCGAATTCAACCAGTCGTGTGTTG pyk Achlya Konstrukt (+) 
Rot 402  GGCCATGGTCATCGAAAAAGCATC pyk Achlya Konstrukt (-) 
Inv 178  GCGAATTCGTCTCAGCATGG pgm Phytophthora (+) 
Inv 179  CGCCATGGCCTCCTTATTG pgm Phytophthora (-) 
Inv 108   CCGAATTCGCCGTTGTGCATCGCG gapdh kurz/komplett Konstrukt Gracilaria (+) 
Inv 109   GGCCATGGGCACAGTCATGATGATTG gapdh kurz Konstrukt Gracilaria (-) 
Inv 110  GGCCATGGCCTGCAACTTGGCAACATG gapdh komplett Konstrukt Gracilaria (-) 
Inv 123  CCGAATTCTTCCAGCTCGCTTG aconitase Konstrukt Gracilaria (+) 
Inv 124  GGCCCGGGTCAAGCTCATTGTGAGC aconitase Konstrukt Gracilaria (-) 
Rot 200  GCGAATTCATGGGTCGCGATCGGCG Pyk4 Phaeodactylum Mito-Sonde (+) 
Rot 203  CGCCATGGAGTCCATCCCGGAGGA Pyk4 Phaeodactylum Mito-Sonde (-) 
Inv 112 ATGGGTCGCGATCGG pyk4 Phaeodactylum PCR (+) 
Rot 442 GAGTTCTTGGAACTCGGTCAG pyk4 Phaeodactylum PCR (-) 
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4.10. Lösungen 
 
Denaturierungslösung   100g NaOH 
      292g NaCl 
      mit Wasser auf 5 Liter auffüllen 
 
Neutralisierungslösung   302,75 g Tris-HCl pH 7,5 
      876,6 g NaCl 
      pH 7,5 einstellen 
      mit Wasser auf 5 Liter auffüllen 
 
(Mg)-Top-Agarose    0,7% Agarose 
      10 mM MgSO4 
 
Loading Buffer für DNA   0,25% Bromphenol Blue 
      0,25% Xylencyanol FF 
      15 % Ficoll 400 
      10 mM EDTA 
 
SM-Puffer     5,8 g NaCl 
      2G MgSO4 x 7 H2O 
      50 ml 1M Tris-HCl pH 7,5 
      5 ml 2% Gelatinelösung 
      mit Wasser auf 1 Liter auffüllen 
      nach dem Autoklavieren bei RT aufbewahren 
 
20x SSC     175,3 g NaCl 
      88,23 g Citrat 
      mit HCl auf pH7 einstellen 
      mit Wasser auf 1 Liter einstellen 
20x SSPE      0,15 M NaCl 
      0,01 M NaH2PO4 
      0,01 M EDTA 
      pH 7,4 mit NaOH einstellen 
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50 x TAE     2 M Tris 
      5,7% (v/v) Eisessig 
      50 mM EDTA (pH8) 
 
4.11 Medien 
 
LB-Medium     10 g Pepton 
      5 g Yeast extract 
      10 g NaCl 
      mit Wasser auf 1 Liter auffüllen 
  
 für Platten:    15 g Agar 
   AIX:    LB-Platten mit Ampicilin (100 mg/L), IPTG 
      (47,5 mg/L) und X-Gal (40 mg/L) 
   amp   LB-Platten mit Ampicilin (100 mg/L) 
 
CY-Medien     10 g Casaminoacid (Pepton Nr. 5) 
      5 g Yeast extract 
      3 g NaCl 
      2 g KCl 
      25 ml 1 M Tris-HCl pH 7,4 
      5 ml 1M MgSO4 
 
4.12 Arbeiten mit E. coli 
 
Die Anzucht von E. coli auf Platten, in Flüssigmedien, die Transformation CaCl2-
kompetenter E. coli Zellen mit Plasmid-DNA und die Transfektion mit λ-DNA erfolgte 
nach Standardprotokollen (Sambrook et al 1989). Zur Anzucht von E. coli Kulturen 
wurden folgende Medien verwendet: CY-Medium, LB-Medium. 
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4.13. Arbeiten mit Nukleinsäuren 
 
4.13.1. Standard-Methoden 
 
Die Methoden beim Arbeiten mit Nukleinsäuren erfolgten nach Standardprotokollen (unter 
anderem Sambrook et al 1989).  
Es wurden folgende Methoden angewendet: 
 
Methoden zur Isolierung von Nukleinsäuren (Plasmid-Minipräparationen aus E. coli 
Zellen, präparative Isolation von Plasmiden aus E. coli Zellen, λ-Bakteriophagen-
Minipräparationen). 
 
Methoden zur Reinigung von Nukleinsäuren (Phenolisierung, Ethanolpräzipitation, 
Isopropanolpräzipitation, Sucrose- und CsCl-Dichtegradientenzentrifugation, Sephadex-G-
50-Chromatographie, Agarose-Gelektrophorese, Konzentrationsbestimmung von 
Nukleinsäuren). 
 
Enzymatische Modifikationen von Nukleinsäuren (Restriktionsschnitte, Ligation mit T4-
DNA- Ligase, Auffüllreaktion mit Klenow-Polymerase, Phosphorylierung von DNA mit 
T4-Kinase, Dephosphorylierung von DNA mit alkalischer Phosphatase). 
 
Methoden zum Transfer von Nukleinsäuren auf Membranen (Southernblots, Filter von 
Phagenbanken und Bakterienplatten erstellen). 
 
Proteinbiochemische Methoden (Proteinrohextrakt Herstellung, SDS-PAGE, Westernblot) 
 
Nachweis von Nukleinsäuren bzw. Proteinen (radioaktive und nicht radioaktive 
Hybridisierung mit DNA bzw. Oligonukleotidsonden, LCD-Detektion von Proteinen) 
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4.13.2. RNA Isolation 
Alle Geräte mit Natriumhypochlorid (5%) auswaschen und bei der Extraktion schnell und 
sauber arbeiten und soweit möglich bei 4°C arbeiten.  
 
Durchführung: 
Algenmaterial mit flüssigem Stickstoff zu feinem Pulver mörsern. Zu je 0,1g -1 ml 
Extraktionspuffer dazugeben (100 mM Tris-HCl pH 7,5; 1,5M NaCl; 2% CTAB; 50 mM 
EDTA; kurz vor Gebrauch noch 25mM β-Mercaptoethanol dazugeben). 10 min mischen 
bei RT. Zugabe von 1 Vol. Chloroform und Zentrifugation bei 10000g 20 min bei 20°C. 
Fällung der Wässrigenphase mit 1/4 Vol. 12 M LiCl und 1% β-Mercaptoethanol ÜN bei -
20°C. Zentrifugation bei 10000g, 30 Min bei 4°C. Pellet in 5 ml TE, auf Eis, 
aufgenommen. Phenol- und Chloroform Extraktion der wässrigen Phase, Zentrifugationen 
erfolgen bei 10000g 20Min. Ethanolfällung der RNA ÜN bei -20°C. Nach Zentrifugation 
(30 Min, 10000g, 4°C) in Wasser aufnehmen. Photometrische Mengenbestimmung und 
Qualitätskontrolle auf einem Agarosegel. Lagerung bei - 80°C.  
 
4.13.2.1. Poly A+ RNA Isolation 
 
Poly A+ RNA Extraktion erfolgte mit dem PolyATract® mRNA Isolation System IV von 
Promega (nach Angaben des Herstellers) oder mit der Oligo (dT) Cellulose Methode 
(Pharmacia, # 27-5543-02). Für letztere Methode werden 25-40 mg Oligo(dT) Cellulose in 
25 ml Bindungspuffer (400 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 0,2% SDS) gewaschen. 
Nach der Zentrifugation (1Min. bei 3000 rpm) wird sie in 10 ml Bindungspuffer 
aufgenommen und die gesamt RNA (ca. 1 mg) wird zugefügt und bei RT mind. 30 Min 
geschüttelt. Nachfolgend kommen mehrere Waschschritte: 3-mal mit je 25 ml 
Bindungspuffer und in 25 ml Waschpuffer (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 
0,2%SDS) aufgenommen und auf eine mit Waschpuffer gespülte Säule gegeben. Die Oligo 
(dT) Cellulose wird mit 1 Liter Waschpuffer gespült. Elution erfolgt mit 3 ml 
Elutionspuffer (10mM Tris-HCl pH 7,5) in ein silanisiertes 15 ml Corexröhrchen. 
Ethanolfällung ÜN bei -20°C. Zentrifugation bei 10000g 1h bei 4°C und anschließend mit 
70% Ethanol waschen. Pellet in 20 µl Wasser aufnehmen und die Menge per Agarosegel 
überprüfen.  
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4.13.2.2. cDNA Herstellung 
 
Die cDNA wurde mit dem „display THERMO-RTTM“ Kit der Firma Display Systems 
Biotech hergestellt. Verwendet nach Angaben des Herstellers (Protokoll B). Es wurde auch 
das Kit ThermoScript™ RT-PCR Sytem der Firma Invitrogen verwendet. Um die cDNA, 
DNA frei zu bekommen, wurde die cDNA mit DNAse der Firma Fermentas verwendet und 
die Empfehlungen des Herstellers wurden befolgt. 
 
Details Phaeodactylum RNA Extraktion und Northern für den Nachweis des pyk4-
gens  
Die gesamt RNA des UTEX 642 Phaeodactylum Stammes wurde von M.F. Liaud zur 
Verfügung gestellt und aus ihr wurde mit dem Promega PolyATrac Kit die Poly A+ RNA 
extrahiert. Für den Northern wurden 10 µg Poly A+ RNA eingesetzt. Die DNA Sonden 
wurden über eine PCR generiert, in dem als Template die in der Arbeitsgruppe 
vorhandenen Klone verwendet wurden. Für die Sonde, die nur das putative mitochondriale 
Importsignal beinhaltet, wurde der Klon D74 mit den Oligonukleotiden Rot 200 und Rot 
203 verwendet, und für die Sonde, die den Hauptteil der Pyruvatkinase umfasst die Vektor 
DNA die für die Expression verwendet wurde (Arbeiten von MF. Liaud und U. Brandt) mit 
den Oligonukleotiden Rot 117 und Rot 113.  
 
Details Phaeodactylum RNA Extraktion und Northern für den Nachweis der gapdh-
Gene 
1te Extraktion:  
Dazu wurde eine Phaeodactylum Kultur des UTEX 642 Stammes in F2 Medium 
angezogen. Diese Kultur wurde bei 25°C und einem Tag/Nacht Rhythmus von 14:12h 
kultiviert. Nach acht Tagen wurde die gut angewachsene Kultur abgeerntet und die 
erhaltenen 6,8 g mit flüssigem Stickstoff eingefroren. Die RNA wurde wie oben 
beschrieben extrahiert. Die erhaltene RNA Menge wurde per Fotometer bestimmt, es 
waren insgesamt 2 mg gesamt RNA. Aus 1,5 mg der gesamt RNA wurde Poly A+ RNA 
extrahiert mit der Oligo (dT) Cellulose Methode. Die Konzentration wurde ebenfalls mit 
dem Photometer und per Agarosegel bestimmt, insgesamt wurden 14,4 µg Poly A+ RNA 
extrahiert.  
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Für die Northernanalyse wurden 11,5 µg Poly A+ RNA eingesetzt. Es wurde soviel RNA 
eingesetzt, da Vorversuche gezeigt haben, dass wenn man nur ca. 2 - 4µg Poly A+ RNA 
einsetzt kein Signal mit der GapC3 Sonde erhält (Daten nicht gezeigt).  
Als Sonde wurde mit den Primern Inv 62 und Inv 63 und dem im Labor isolierten Klon mit 
der Nummer D130 ein 410 bp großes PCR Fragment amplifiziert. Dazu wurde die Plasmid 
DNA vorher mit dem Restriktionsenzym HindIII verdaut. Die Sonde umfasst den Bereich, 
der sowohl die GapC3 als auch die GapC4 erkennen muss. Die Sonde wurde doppelt 
markiert, mit dCTP32 und dGTP32, um die Signalstärke zu erhöhen. Die Hybridisierung 
erfolgte unter stringenten Bedingungen bei 60°C.  
 
2te Extraktion: 
Eine 10 Liter Phaeodactylum Kultur (UTEX 646) wurde bei einem Tag/Nacht Rhythmus 
von 14:12 h angezogen, und nach einer Dunkelphase von 16h abgeerntet. Aus den 
erhaltenen 8 g Algen wurden 3,4 mg/ml gesamt RNA extrahiert, insgesamt wurden 2 mg 
gesamt RNA extrahiert. Von dieser gesamt RNA wurden 1mg eingesetzt um mit dem 
Promega PolyATrac Kit 0,62 µg/µl Poly A+ RNA extrahiert (insgesamt 12 µg). Für den 
Northern wurde 10 µg Poly A+ oder 15 µg gesamt RNA eingesetzt.  
Für die Sonde für die GapC1 wurden die Oligonukleotiden Rot447 und Rot446 und als 
Template der in der Arbeitsgruppe vorhandene Klon E18 verwendet, die Sonde ist 925bp 
groß. Für die GapC2 Sonde wurden die Oligonukleotide Inv60 und Inv61 und die cDNA 
Phagenbank von Phaeodactylum eingesetzt, die Sonde ist 910 bp groß. Die Sonden wurden 
doppelt markiert, mit dCTP32 und dGTP32. Die Hybridisierung erfolgte bei 60°C ÜN.  
 
Details Phytophthora infestans RNA Extraktion für cDNA Synthese  
Aus einer Phytophthora Kultur (zur Verfügung gestellt von Herr Gieffers (Köln, MPIZ)), 
die auf einer Agarplatte gewachsen war, wurde RNA isoliert (RNAeasy Plant Kit von 
Quiagen). Die Myzelien wurden soweit wie möglich vom Agar befreit und mit flüssigem 
Stickstoff gemörsert. Die weitere Verarbeitung erfolgte nach den Angaben im Kit. Von der 
extrahierten gesamt RNA wurde dann die cDNA synthetisiert (Thermo- RT Kit, Display 
Systems England), die als Template für die PCR eingesetzt wurde.  
 
4.13.3 Northernblot Experimente 
Der Transfer der RNA erfolgt nach dem Protokoll von Sambrook et al (1989). Die 
Hybridisierungstechnik wird nach dem Verfahren von Hughes et al (1978) durchgeführt. 
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Weder dem Ladepuffer, dem Marker oder dem Gel wurde Ethiumbromid zugefügt. Der 
Promega-RNA Marker kann mit radioaktiver markierter λ-DNA sichtbar gemacht werden. 
Folgende Lösungen werden benötigt: 
10 x MOPS  50 mM NaOAc, pH 6,4 
  10 mM EDTA, pH 8,0 
 pH-Wert mit NaOH auf 7,0 einstellen und autoklavieren. 
 Zugabe von   0,2 M MOPS nach dem Autoklavieren 
Northern Ladepuffer  95 % (v/v) Formamid (deionisiert) 
  20 mM EDTA 
  0,05 % (w/v) Bromphenolblau Natriumsalz 
  0,05 % (w/v) Xylenecyanol FF 
Laufpufffer, 1 x MOPS; für 250 ml  25 ml MOPS (10 x) 
      10 ml Formaldehyd (37%) 
      215 ml Wasser 
 
Das Gel:  
Es wurde ein 1%-Agarosegel verwendet mit folgender Zusammenstellung:  
0,75 g Agarose werden mit 53 ml Wasser in der Mikrowelle geschmolzen. Nach dem 
Abkühlen auf ca. 50 °C (handwarm) wird 7,5 ml 10 x MOPS und 13,5 ml Formaldehyd 
(37%) hinzugegeben. Nach dem Erstarren des Gels wird es in die Elektrophoresekammer 
überführt und mit dem Laufpuffer überschichtet. 
 
Vorbereiten der Proben:  
Ca. 2 µg Poly A+-RNA (oder die gewünschte Menge RNA) werden auf 10 µl mit Wasser 
oder TE aufgefüllt und mit 15 µl Ladepuffer versetzt. Vom Promega RNA-Marker 0,28-
6,58 Kb (Kat. Nr.: G3191) wird 2 µl mit 1 Volumen Ladepuffer versetzt. Die Proben, bzw. 
Marker werden 10 Min. bei 65°C erhitzt und danach auf Eis inkubiert. Die Proben werden 
sofort aufgetragen und elektrophoresiert (langsam). Der Puffer wird regelmäßig 
durchgemischt. 
 
Northern Transfer auf eine Nylonmembran:  
Nach der Elektrophorese wird das Gel einige Minuten in 10 x SSPE (oder 10x SSC) bei 
RT geschüttelt. Der Transfer auf die Nylonmembran erfolgt in 10 x SSPE (oder 10x SSC) 
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nach der Vorschrift für den nassen Southern Transfer. Nach dem Transfer und UV-
Fixierung kann die Membran mit einer Sonde hybridisiert werden. 
 
4.13.4 PCR 
Für die PCR wurden die Polymerasen folgender Firmen verwendet, nach Angaben der 
Hersteller. Die annealing Temperatur und Elongationszeit richtete sich nach den 
verwendeten Oligonukleotiden bzw. nach der zu erwarteten Fragmentgrösse. 
Die Technik der RACE-PCR (rapid amplification of cDNA ends) wurde von Frohman 
1993 beschrieben. 
 
Standard-Taq: 
Taq DNA Polymerase  Q BIOgene # EPTQD925 
Taq DNA Polymerase  Invitrogen # 10342-020 
 
Für Proofreading oder schwierigen Templates: 
ArrowTM Taq DNA Polymerase Q- BIOgene # EPARO250 
Phusion DNA Polymerase  Finnzymes #F-530S 
BIO-X-ACTTM Long    Bioline # BIO-21049 
Biolase Diamond Bioline,    # BIO-21ß59 
 
 
4.14 Details zu den cDNA und genomischen Banken screens 
 
Pyruvatkinase 5 von Phaeodactylum:  
Dafür wurden 2,4x104 Phagen der cDNA Bank und 1,6x104 Phagen der genomischen Bank 
ausplattiert. Als Sonde wurde per PCR und die anhand der EST Sequenz synthetisierten 
Oligonukleotiden Inv3 und Inv4 ein 400bp DNA-Fragment aus der cDNA amplifiziert und 
mit dCTP32 markiert.  
Die Bankfilter wurden bei einer stringenten Temperatur von 65°C hybridisiert, sodass 
gewährleistet ist das nur diese Pyruvatkinase hybridisiert. Nach der ersten Hybridisierung 
erhielt man bei der cDNA Bank nur ein schwaches Signal, bei der genomischen Bank 
waren sieben Signale zu erkennen. Mit den acht Phagenplaqus wurde eine PCR mit den 
Oligonukleotiden Inv3 und Inv5 durchgeführt, dieser Bereich umfasst das 5´Ende der 
Pyruvatkinase. Sodas wir davon ausgehen konnten, das der λ-Phage, der ein PCR 
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Amplifikat zeigt, auch das 5´Ende beinhaltet. Dieser Klon (aus der genomischen Bank) 
wurde isoliert, und die Phagen DNA mit vier verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut, 
EcoRI, HindIII, XhoI, SalI. Das Ergebnis des Restriktionsverdaues und der dazu gehörige 
Radiogramm sind in Abbildung 34 zu sehen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mit dem SalI Restricktionsverdau erhält man eine Bande bei 5 kb und bei dem HindIII 
Verdau gibt die 3 kb Bande ein Signal (Beide mit roten Sternen gekennzeichnet). Bei dem 
Verdauen mit EcoRI und XhoI hybridisiert eine Bande über 12 kb, in diesen 12 kb befindet 
sich auch λ Phagen DNA. Das 5 kb SalI und das 3 kb HindIII Fragment wurden kloniert 
und sequenziert. Die Sequenzierung dieser Fragmente zeigte, dass sich nur ein Teil der 
Pyruvatkinase auf diesen Fragmenten befindet. Die Klonierung der weiteren HindIII 
Fragmente und die Ansequenzierung dieser zeigte, das sich im 5 kb HindIII Fragment 
(blauer Pfeil in Abb. 34) sich ein weiterer Teil der Pyruvatkinase befindet, aber auch einer 
der λ-Arme. Das heißt, dass die Pyruvatkinase nicht vollständig auf diesem Klon 
vorhanden ist, es fehlen ca. 900 bp des 3´Endes. Eine erneute Hybridisierung der Banken 
mit einer größeren Sonde (anhand der neuen Sequenz, Inv3 und Inv30) ergab keine 
weiteren Signale. Auch bei einer nested PCR mit der cDNA konnten keine Amplifikate 
Abb. 34: Restriktionsverdau (links) des genomischen Klones und die dazugehörige 
Radiogramm (rechts) nach der Hybridisierung mit der pyk5 Sonde. M= 1 kb Gibco Marker; 
1= EcoRI-, 2= HindIII-, 3= SalI- und 4= XhoI- Verdau. Rote Sterne markieren die Banden 
die Hybridisiert haben. Der blaue Pfeil markiert die Bande die noch einen Teil der 
Pyruvatkinase enthielt. 
3 Kb  
4 Kb  
5 Kb  
1,6 Kb  
2 Kb  
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erhalten werden die mit der Sonde hybridisierten. Eine PCR mit der cDNA-Phagenbank 
war erfolgreicher, für die PCR wurde der Univers-Oligonukleotid verwendet, da die Bank 
in einem λ-ZapII Vektor kloniert ist, sind die cDNAs gerichtet kloniert, und als zweites 
Oligonukleotid wurde Inv3 verwendet. Es konnte eine ca. 1 kb große Bande identifiziert 
werden. Die Klonierung und Sequenzierung dieser Bande zeigte, das es sich dabei um den 
fehlenden Teil der Pyruvatkinase handelte. 
 
Pyruvatkinase von Odontella sinensis  
Für den Screen wurden 3x 104 Phagen ausplattiert, und heterolog bei 55 °C mit der 
Pyruvatkinase 4 von Phaeodactylum hybridisiert. Nach der ersten Hybridisierung erhielt 
man 19 zum Teil schwache Signale, von denen nach der zweiten Ausplattierung nur noch 
13 Signale sichtbar waren. Um mögliche cytosolische Pyruvatkinasen „herauszufiltern“ die 
möglicherweise bei dieser Hybridisierung mit der Pyruvatkinase 4 ebenfalls detektiert 
werden können, wurden die Filter gestrippt und mit der Sonde für eine cytosolische 
Pyruvatkinase 3 von Phaeodactylum hybridisiert. Von den verbliebenen 13 Signalen 
hybridisierten neun Signale stärker mit der cytosolischen Sonde, so das nur noch vier 
Signale Übrig blieben die nicht mit der cytosolischen Hybridisierten. Diese Signale wurden 
weiter verfolgt. Der längste Klon wurde sequenziert. 
 
4.15 Transformation von Phaeodactylum tricornutum 
 
Für die Transformation wird der Phaeodactylum Wildtypstamm UTEX 646 verwendet. 
Dieser kann auf F2-Agarplatten und in F2 Flüssigmedium wachsen und behält dabei seine 
fusiforme Form. Die Platten und die Flüssigkulturen werden bei Temperaturen von 20-
22°C kultiviert. Der Wildtyp wurde entweder bei einem Tag/Nacht Rhythmus von 18:6 h 
kultiviert oder wie die Platten mit den Transformanten bei Dauerlicht.  
Für eine Transformation werden 4 x 108 Wildtyp Phaeodactylum Zellen benötigt, pro 
Platte (F2-Agarmedium ohne Zeocin) werden je 1 x 108 Zellen ausplattiert. Die 
Transformation erfolgt nach Apt et al 1996 und Zaslavskaia et al 2000. Verwendet wurde 
die Helium Kanone der Firma Biorad (Biolistic PDS-1000, He System), ebenfalls von 
Biorad wurde das Verbrauchsmaterial (Berstscheiben, Auffanggrids, Macrocarrier, 
Wolfram M10 Partikel) verwendet. Die Microcarrier (Wolfram M10 Partikel) wurden nach 
folgenden Protokoll mit der DNA beschichtet:  
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50µl der Wolframpartikel (aufgearbeitet nach Angaben des Herstellers in Ethanol) 
10-20 µg DNA  
50 µl CaCl2 (2,5 M) 
20µl Spermidin (0,1M) 
 
Alles gut durchmischen und 1 min vortexen. 10 min sedimentieren lassen, kurz an 
zentrifugieren, Überstand verwerfen und in 250 µl Ethanol (100%) aufnehmen. vortexen 
und wieder 2-5 min sedimentieren lassen. Kurz anzentrifugieren und Überstand verwerfen 
und in 50 µl Ethanol (100%) aufnehmen. Die Macrocarrier werden mit je 10µl dieser 
Lösung beladen. Nach dem eintrocknen können sie dann für die Transformation verwendet 
werden. 
Die Bedienung der Helium Kanone erfolgt nach Angaben des Herstellers. Die 
Transformierten Zellen werden ÜN bei 20-22°C bei Dauerlicht (75µE/m2 * s) kultiviert. 
Am nächsten Tag werden die Zellen mit F2 Medium von der Platte abgekratzt und auf 
neue F2-Agarplatten mit Zeocin übertragen und ausplattiert. Diese Platten werden wieder 
bei 20-22°C und Dauerlicht kultiviert. Nach ca. 3 Wochen sind die ersten Transformanten 
zu sehen und können am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden. 
 
 
4.16 Klonierungsstrategie und Details für die Phaeodactylum 
Transformation 
 
Das gewünschte Fragment wird mittels einer PCR amplifiziert, wobei gleichzeitig an den 
Enden Restriktionsschnittstellen eingeführt werden um eine Klonierung in den GFP-
Vektor zu ermöglichen. Bei diesem Schritt soll das Fragment in Frame mit dem egfp-Gen 
kloniert werden. Das Fusionsgen aus Präsequenz (PCR- Produkt) und egfp wird danach in 
den pPha-T1 Vektor umkloniert. Und damit ist das Konstrukt für die Transformation in 
Phaeodactylum bereit. Die jeweiligen verwendeten Restritkionsschnitstellen sind in den 
Tabellen in den folgenden Kapiteln nachzulesen.  
Die direkte Klonierung des PCR Produktes in den GFP Vektor führte meistens zu 
Schwierigkeiten, deshalb wurde es notwendig das PCR Produkt in den PCR 2.1 Vektor 
(Invitrogen) oder in ein EcoRV (blundend) vorbereiteten Bluescript Vektor (Stratagene) 
zwischen zu klonieren. Die Konstrukte wurden nach der ersten Klonierung, meist der PCR 
2.1 oder pBS Vektor sequenziert um PCR-Fehler auszuschließen. Das Fertige Konstrukt 
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im pPha-T1 Vektor wurde ebenfalls sequenziert um das Leseraster des Fusionsgenes zu 
überprüfen (mit Rot 213 oder Rot 266). 
 
4.16.1 Details zu den Konstrukten von Phaeodactylum tricornutum  
 
In der folgenden Tabelle 1 sind zu allen Konstrukten von Phaeodactylum die genauen 
Details aufgeführt. 
Das tpi-gapdh-egfp Konstrukt wurde zuerst von mir in Konstanz transformiert um zu testen 
das dieses Konstrukt auch funktioniert und nach erfolgreicher Transformation hier in 
Braunschweig wiederholt, als Positivkontrolle um das Transformationssystem hier in 
Braunschweig zu etablieren. 
 
Bei dem pgk-egfp Konstrukt wurde am 3´ Ende mit dem Oligonukleotid Rot 355 eine 
Veränderung der Ursprünglichen Sequenz vorgenommen, um eine NcoI Schnittstelle 
einfügen zu können, dabei wurde ein Valin zu einem Alanin umgewandelt. 
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PYK 
cDNA 
Inv3 (+), 
Inv4 (-) 
130 bp 
18 bp 
pBS EcoRV 
EcoRI; NcoI 
EcoRI; 
HindIII 
16 µg 
1350, 1100 
10 
PGM 
cDNA 
Inv 206 (+), 
Inv 207 (-) 
212 bp 
47 bp 
pBS EcoRV 
EcoRI; NcoI 
EcoRI; 
HindIII 
17 µg 
1350, 1100 
5 
ENO 
cDNA 
Inv 75 (+), 
Inv76 (-) 
220 bp 
45 bp 
pBS EcoRV  
EcoRI; NcoI 
EcoRI; 
HindIII 
14 µg 
1350 
20 
PGK2 
PGK Klon 
D9 
Rot 306 (+), 
Rot 335 (-) 
205 bp 
36 bp 
PCR 2.1 
SmaI; NcoI 
EcoRV; 
HindIII 
16 µg  
1350, 1100, 
900 und 650  
4 (bei 650 
psi) 
TPI-
GAPDH  
cDNA 
Rot 255 (+), 
Rot 256 (-) 
161 bp 
25 bp 
- 
EcoRI; NcoI 
EcoRI; 
HindIII 
13 µg 
1350  
4 
Konstrukt 
Template für die PCR 
Oligonukleotide 
Gesamte Fragmentgröße 
    bp upstream vor dem ATG 
1. Klonierung 
2. Klonierung GFP-Vektor (Schnittstellen) 
3. Klonierung pPha-T1 Vektor (Schnittstellen) 
Eingesetzte DNA Menge (für 4 x 108 Zellen) 
Verwendete Drucks (in psi) 
Positive Transformanten pro eingesetzten 4x108 Zellen 
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PYK 
Achlya 
cDNA 
Rot 401 (+), Rot 
402 (-) 
124 bp 
21 bp 
pBS  EcoRV 
EcoRI; NcoI 
EcoRI; HindIII 
17 µg 
1350 und 1100 
27 
PGM 
Phytophthora 
cDNA 
Inv 178 (+), Inv 
179 (-) 
212 bp 
8 bp 
pBS  EcoRV 
EcoRI; NcoI 
EcoRI; HindIII 
19,2 µg 
1350 und 1100 
4 
TPI-GAPDH 
Laminaria 
cDNA (Klon 
D68) 
Rot 370 (+),  
Rot 372 (-) 
139bp 
0, direkt vom 
ATG 
pBS  EcoRV  
EcoRI; NcoI 
EcoRI; HindIII 
16µg  
1350, 1100 und 
900 
4 bei 1100 und 
900 psi 
TPI-GAPDH 
Phytophthora  
cDNA 
Rot 299 (+),  
Rot 300 (-) 
209 bp 
67 bp 
PCR 2.1 
EcoRI; NcoI 
EcoRI; HindIII 
12µg 
1350, 1100, 900 
und 650  
2 bei 900 und 
650 psi 
Konstrukt und Organismus 
Template für die PCR 
Oligonukleotide 
Gesamte Fragmentgröße 
    bp upstream vor dem ATG 
1. Klonierung 
2. Klonierung GFP-Vektor (Schnittstellen) 
3. Klonierung pPha-T1 Vektor (Schnittstellen) 
Eingesetzte DNA Menge (für 4 x 108 Zellen) 
Verwendete Drucks (in psi) 
Positive Transformanten pro eingesetzten 4x108 
Zellen 
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4.16.3. Details zu den Konstrukten von Gracilaria gracilis für die Transformation in 
Phaeodactylum   
 
Die cDNA für die PCR wurde von MF. Liaud zur Verfügung gestellt. Die 
Accessionnummer für das Gen der Gracilaria gapdh bei NCBI ist L38661, die Aconitase 
P49609. 
 
Konstrukt Gapdh kurz Gapdh komplett Aconitase 
Oligonukleotide Inv 108 (+), Inv 
109 (-) 
Inv 108 (+), Inv 
110 (-) 
Inv 123 (+), 
Inv 124 (-) 
Gesamte Fragmentgröße 171 bp 1159 bp 158 bp  
1. Klonierung GFP-Vektor 
(Schnittstellen) 
EcoRI; NcoI EcoRI; NcoI EcoRI; SmaI 
2. Klonierung pPha-T1 Vektor 
(Schnittstellen) 
EcoRI; SalI EcoRI; SalI EcoRI; 
HindIII 
Eingesetzte DNA Menge (für 4 x 108 
Zellen) 
18 12 15 
Verwendete Drucks (in psi) 1350, 900 und 
1100 
1350 und 1100 1350 und 
1100 
Positive Transformanten pro 
eingesetzten 4x108 Zellen 
5  13 7 
 
 
4.17 Transformation von Tabak 
 
Der für die Transformation in Tabak notwendige Vektor pRT99 (Toepfer et al 1988) 
wurde uns von Robert Hänsch (Inst. f. Pflanzenbiologie, TU-BS) zur Verfügung gestellt. 
Dieser Vektor dient zum transienten und direkten Gentransfer in Pflanzenzellen. Es besitzt 
eine NPT II (Neomycinphosphotransferase) Resistenz und das Reportergen GUS (β-
glucuronidase Gen), beide jeweils flankiert durch die Promotor- und der Terminator-
Sequenz des Blumenkohlmosaikvirus (CaVM) 35S RNA. Um ihn für unsere Zwecke 
einzusetzen wurde der Vektor mit BamHI und KpnI partiell verdaut, dabei wird gus-gen 
herausgeschnitten. Alle zu testenden Sequenzen lagen bereits kloniert in dem pBS-GFP 
Vektor (siehe Phaeodactylum Transformation) vor. Für die Tabak Transformation wurde 
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die an GFP fusionierten Gene bzw. Genfragmente mit BamHI und KpnI (meist partiell) 
herausgeschnitten, und dann in den vorbereiteten pRT 99 Vektor kloniert.  
 
Beschichtung der Goldpartikel: 
Pro Transformation werden 3 mg Gold eingesetzt. Zu dem gold wird 100 µl 70 % Ethanol 
gegeben, 20sec vortexen, 1 min auf Eis lagern, 1 min zentrifugiert (Tischzentrifuge 
6000rpm ohne Bremse). Überstand abnehmen und verwerfen. Das Gold wird in 50 µl H2O 
aufgenommen, gevortext und für 1 min auf Eis gelagert. Darauf folgt einmal 
Zentrifugieren bei 500 rpm (ohne Bremse). Der Überstand wird verworfen. Zu dem Gold 
wird 50µl Glycerin (50%) dazugegeben und bis zur Suspension der Goldpartikel gevortext. 
10 sec sonifiziert und auf Eis gelagert. Die Goldpartikel sind nun für die Beschichtung mit 
der DNA vorbereitet. 
Ca. 10-15 µg Plasmid DNA wird zu den Goldpartikeln gegeben und gut gemischt 
(schnippen mit den Fingern). 5 min auf Eis stehen lassen. 50 µl CaCl2 (2,5 M) dazugeben, 
schnippen und nach 1 min auf Eis, 20 µl kaltes Spermidin hinzugeben und durch schnippen 
gut gemischt. 5 min auf Eis inkubieren. 15 sec bei 500 rpm ohne Bremse zentrifugieren. 
Überstand verwerfen. Das Pellet wird durch die Zugabe von 100 µl Ethanol (70%) 
gewaschen und wieder wie eben zentrifugiert. Das Pellet wird in 50 µl Ethanol (100%) 
resuspendiert und wieder zentrifugiert. Und in 70 µl Ethanol (100%) aufgenommen und 2-
3sec sonifiziert. Damit sind die Goldpartikel mit der Plasmid DNA beschichtet und für die 
Transformation bereit, es werden pro Schuss 10 µl dieses Ansatzes verwendet.  
 
Aus den Tabakblättern (Nicotiana tabacum) wurden ca. 5 cm im Durchmesser große 
Kreise ausgestochen und mittig in eine Petrischale auf einen mit Wassergetränkten (steriles 
Leitungswasser) Filter gelegt. Diese Tabakblätter wurden mit einem Druck von 900 psi 
beschossen. Nach zwei bis vier Tagen erfolgte die Auswertung am Laser Scan Mikroskop 
(LSM). Es zeigte sich das die Transformationsrate sehr gering war. Man erhielt ca. 2-4 
Transformierte Zellen, bei sechs beschossenen Tabakblattfragmenten. 
 
 
4.18 Mitotraker 
 
Es wurde das der MitoTraker Orange CM-H2TMRos (M-7511, Molecular Probes) 
verwendet. Eine 1 mM Stocksolution wurde mit DMSO hergestellt, dazu wurde zu einer 
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Ampulle 123µl DMSO hinzugefügt. Nach der Verwendung kann diese Stocksolution bei -
20°C gelagert werden. Bei längerer Lagerung kann es zu einer Oxidation des Farbstoffes 
kommen.  
Die Durchführung erfolgte wie vom Hersteller empfohlen (Protokoll für lebende Zellen). 
Es wurde die maximale Menge (500nM) zu den Phaeodactylum Zellen in F2 Medium 
gegeben. 30 min. inkubiert, bei 20-22°C und Licht. Nach dieser Inkubation wurde das 
Medium gegen Mitotraker freien Medium (F2) ausgetauscht und die Proben konnten am 
Fluoreszenzmikroskop analysiert werden.  
 
 
4.19 Laser Scan Mikroskop 
 
Für die Aufnahmen der transformierten Zellen wurde das konfokale Laserscanning-
Mikroskop LSM 510 META von Zeiss (Jena) mit den Objektiven Plan-Neofluar 40x/1.3 
Oil DIC (für die Phaeodactylum Zellen) und C-Apochromat 40x/1.2 W corr (für die 
Tabakzellen) verwendet. Die EGFP-Fusionsproteine wurden mit einem Argon-Laser bei 
488 nm angeregt mit 8% der verfügbaren Laserleistung. Die Emission der angeregten 
Fluorophore wurde über den Bandpassfilter 505-530 nm (für das eGFP) und im META-
Kanal bei 644-719 nm (für die Fluoreszenz des Chlorophylls a) detektiert. 
 
 
4.20 Western Analyse 
 
Durchführung siehe Liaud et al 2000.  
Dazu wurde eine 150 ml Kultur Phaeodactylum (UTEX 642) angeimpft, unter den 
gleichen Bedingungen wie für die Kultur für den Northern. Die Kultur wurde 
abzentrifugiert und in Extraktions Puffer (100 mM, MOPS/NaOH (pH 6.9), 200 mM NaCl, 
7 mM EDTA, 7 mM DTE, 0.05 mM NAD, and 1/100 Volumen Proteaseinhibitorcocktail 
(SIGMA)) aufgenommen (3 ml). Die Zellen wurden mit Hilfe der French Press 
aufgeschlossen. Das Extrakt wurde zentrifugiert und der Überstand in ein neues 
Eppendorfgefäß überführt, um die Zellfragmente abzutrennen. Die Proteinmenge wurde 
nicht bestimmt, es wurden drei verschiedene Volumina auf einem 12% SDS-PAGE 
aufgetragen (5µl, 15µl und 40µl). Die weiteren Details der Durchführung sind in Liaud et. 
al 2000 nachzulesen. Als Antikörper wurde der Polyklonale Anti-gapC3-, Anti-gapC1- und 
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Anti-gapC2- Antikörper (Liaud et al 2000) verwendet, und die Detektion erfolgte mit dem 
Chemieluminiszenz Kit der Firma Amershan. Die angegebenen kDa beziehen sich auf die 
bereits in Liaud et al. 2000 gezeigten Proteingrößen, der in dieser Analyse eingesetzte 
Proteinmarker (Fermentas) konnte nicht sichtbar gemacht werden.  
 
 
4.21 Mitochondrien Isolierung  
 
4.21.1 Phaeodactylum tricornutum   
 
Eine 150 ml Phaeodactylum Kultur wurde in der logarithmischen Wachstumsphase ab 
zentrifugiert und in 30 ml Aufschlussmedium aufgenommen. Das Aufschlussmedium hatte 
folgende Zusammensetzung:  
50 mM Hepes-KOH pH 7,6 
 5 mM MgCl2 
 10 mM KCl 
 1 mM MnCl2 
 6 mM Na2-EDTA 
 5 mM Amino caproic acid 
 1 mM benzamidine hydrochloride 
 1 mM PMSF 
 626 mM Sorbitol 
 1% BSA  
Die Phaeodactylum Zellen wurden dann mit Hilfe der FrenchPress aufgeschlossen. Bei 
einem druck von 3500psi wurden die Phaeodactylum Zellen zweimal durch die 
Frenchpress gedrückt. Dazwischen wurde das Eluat bei 1800 rpm (Beckman 
Untertischzentrifuge) 5 min. zentrifugiert, um das Zellmaterial von dem Überstand 
abzutrennen. Das Pellet, in dem sich immer noch heile Phaeodactylum Zellen befanden, 
wurde in 20 ml Aufschlussmedium aufgenommen und wieder bei 3500psi durch die 
Frenchpress gedrückt. Dieses Eluat wurde wie oben beschrieben zentrifugiert, um die 
Zellfragmente von den isolierten Organellen zu trennen. Nach allen Durchläufen wurden 
Proben entnommen, um sie am Fluoreszensmikroskop zu analysieren. Der weitere Verlauf 
siehe Ergebnissteil im Kapitel 2.2.  
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Um die Organellen von anderen Zellfragmenten und voneinander, wurde direkt nach dem 
Aufschluss durch die FrenchPress die Überstände vereinigt und 15 min im SS34 Rotor von 
DuPont bei 18000 rpm Zentrifugiert. Hierbei wurden alle Organellen pelletieren und diese 
wurden dann in HEPES-KOH Puffer (50mM, pH 7,6) und ein zweiter Ansatz in SEM 
Puffer (250mM Saccharose, 1mM EDTA pH8, 10mM Mops pH7,2) aufgenommen und auf 
den jeweiligen Gradienten geschichtet. Die Organellen, die in 5ml HEPES-KOH 3,8M 
Sorbitol Puffer gelöst wurden, wurden mit den Folgenden Phasen im Sorbitolgradient 
überschichtet (in HEPES-KOH: 2ml 2M, 3ml 2,5M, 3ml 3,2M). Die Organellen in SEM 
Puffer wurden auf einen Saccharosegradient 1,5ml 60%-, 4 ml 32%-, 1,5 ml 23%- und 1,5 
ml 15%- Saccharose (in 1mM EDTA pH8, 10mM Mops pH7,2) geschichtet. 
Die Gradienten wurden im SW41Ti Beckmanrotor in der Ultrazentrifuge bei 134000g ca. 2 
h zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden die Gradienten in 1ml Fraktionen unterteilt 
und am Mikroskop untersucht. 
 
4.21.1 Dictyota dichotoma  
 
Die Dictyota Kultur stammt von der Nordsee bei Helgoland, das Material wurde mit 
künstlichen Seewasser (halbkonzentriert, von der Firma Marine Tropic) gewaschen. Das 
gewaschene Algenmaterial wurde mit dem Aufschlussmedium in den Warringblender 
gegeben und verkleinert. Diese Algensuspension wurde dann durch ein Gazefilter Filtriert 
um die Zellfragmente zu entfernen. Danach kamen noch zwei weiter Filtrationsschritte mit 
zwei Nylonmembranen die eine definierte Porengröße von 110 µm und 40 µm um soweit 
wie möglich die Zellfragmente auf zu fangen. Es wurden verschiedene Aufschlussmedien 
verwendet: 
1. siehe Phaeodactylum Mitochondrien Aufschlussmedium 
2. Aufschlussmedium nach Wolfgang Gross, mit kleinen Veränderungen: 
 50 mM Tris-HCL ph 7,8 
 5 mM K2HPO4 
 2 mM MgCl2 
 1 mM EDTA 
 20% Saccharose (im Originalprotokoll 16%, wegen der Osmolarität erhöht) 
 pro 20ml Aufschlussmedium:  100 mg PVP (im Originalprotokoll PVPP) 
      5 mg DTT 
      20 mg BSA 
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3. Aufschlussmedium nach Jutta Schulze (Inst. f. Pflanzenbiologie, TU-Braunschweig): 
 620 mM Saccharose 
 50 mM Tris 
 1 mM EDTA 
 1% BSA 
 
 
4.22 Transmissionselektronenmikroskopie 
 
Eine 100 ml Phaeodactylum tricornutum (UTEX 646) Kultur wurde in der exponentiellen 
Wachstumsphasen abzentrifugiert und in 2,5% Glutaraldehyd (in F2 Medium, 
halbkonzentriert) aufgenommen. Die so fixierten Zellen wurden zweimal mit 0,1 M 
Cacodylat pH 7,2 gewaschen, jeweils für 5 min bei Raumtemperatur. Die Zellen wurden in 
2% „Nobel Agar“ (Difco) immobilisiert. Die Probe wurde in kleine ca. 1 mm3 Stückchen 
und in 1% OsO4, 0,1M Cacodylat pH7,0, über Nacht bei 4°C zweitfixiert. Danach wurden 
die immobilisierten Zellen in einer aufsteigenden Aceton-Reihe entwässert. In der 70% 
Aceton-Stufe wurde mit 2% Uranylacetat (UO2Ac) für die Dauer von 30 min. 'en bloc' 
kontrastiert. Danach erfolgte eine konventionelle Einbettung nach A. R. Spurr (1969) in 
Epoxyharz. Die Polymerisation erfolgte bei 70°C für die Dauer von 8h. Für die 
Untersuchung im Energiefilter- Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss CEM 902) 
wurden 30 nm Ultradünnschnitte verwendet. Aufnahmen wurden meist bei x 50000 
Primärvergrößerung gemacht (Spaltbreite: 30 eV, Objektivapertur: 6 mrad, 
Kondensorapertur: 2,5 mrad). Hochkontrastaufnahmen (HCI) wurden bei 250 eV vor der 
Kohlenstoff K-Kante aufgenommen (1024 x 1024 CCD Kamera; Proscan HSS512/1024; 
Proscan Electronic System, Scheuring) und im Kontrast invertiert.  
 
 
4.23 Phylogenie   
 
Für die Phylogenetische Untersuchung haben wir nur vier von den sechs möglichen 
Enzymen ausgewählt, die Gapdh, die Phosphoglyceratkinase, die Enolase und die 
Pyruvatkinase.  
Die Accessionnummern der verwendeten Gene sind in einer Liste im Anhang zu finden. 
Das Alignment wurde mit Clustalw gemacht (http://align.genome.jp/). Für das Alignment 
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wurde das Phylip Format verwendet, da dies das notwendige Format für die Folgenden 
Schritte ist. Bei den Alignment wurden die meisten „Gap´s“ (Lücken) gelöscht, um so weit 
wie möglich nur homologe Bereiche miteinander zu vergleichen. Diese veränderten 
Alignments in Phylip Format wurden dann für die Phylogenie Analysen eingesetzt.  
Die Phylogenetischen Bäume sind mit dem Programm TREEFINDER (Jobb et al 2004) 
oder Phyml (online: http://atgc.lirmm.fr/phyml/online.html) hergestellt worden. Als 
Matritzenmodel wurde WAG gewählt (Wheland and Goldman 2001), mit einer Gamma 
Verteilung GI 4. Für die Bootstrap Analysen wurden 100 Replikationen durchgeführt, 
werte unter 50 % werden nicht dargestellt Es handelt sich hierbei um Maximum 
Likelyhood Bäume. 
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6. Anhang 
 - 125 - 
Konstrukt TPI-GAPDH aus Phaeodactylum tricornutum  
 
Nukleotid- und Aminosäuresequenz 
 
        10        20        30        40        50 
         |         |         |         |         | 
GAATTCTTGTTCTTCCTTGCTACCTTCCTTCATGCTCGCCTCTTCCCGTA 
  Rot 255(+)    
                               M  L  A  S  S  R  T   
 
        60        70        80        90          
         |         |         |         |           
CCGCCGCTGCCAGCGTGCAGCGCATGTCGAGTCGTGCCTTCCACGCCTCC 100 
 
  A  A  A  S  V  Q  R  M  S  S  R  A  F  H  A  S   
 
       110       120       130       140       150 
         |         |         |         |         | 
TCTTTGACCGAAGCACGCAAGTTCTTTGTGGGTGGCAACTGGAAATGCAA 
                                       Rot256   
S  L  T  E  A  R  K  F  F  V  G  G  N  W  K  C  N  
 
       160       170       180       190  
         |         |         |         |            
CGGTTCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCA 200 
Rot256 (-) 
 G  S  M  V  S  K  G  E  E  L  F  T  G  V  V  P  I 
 
                  GFP  
 
    = vorhergesagte Spaltungstelle 
6. Anhang 
 - 126 - 
Konstrukt TPI-GAPDH von Phytophthora infestans  
 
Nukleotid- und Aminosäuresequenz 
 
        10        20        30        40        50 
         |         |         |         |         | 
GAATTCTGAGCTCATTCTCGGATTTTCCGTCCAAGCAGCAAGTCCTCAGC 
Rot 299 (+) 
                                                   
 
        60        70        80        90           
         |         |         |         |           
CAATCTCCATATCTATAATGTCTTTCCGTCAAGTGTTTAAGACGCAGGCG 100 
                 M  S  F  R  Q  V  F  K  T  Q  A   
 
       110       120       130       140       150 
         |         |         |         |         | 
CGCCACATGAGCTCAAGCTCGCGCAAGTTTTTCGTGGGCGGTAACTGGAA 
R  H  M  S  S  S  S  R  K  F  F  V  G  G  N  W  K  
 
       160       170       180       190           
         |         |         |         |           
GTGCAACGGCTCCCTGGGCCAGGCGCAAGAGCTCGTGGGAATGCTTAACA 200 
             Rot 300 (-) 
C  N  G  S  L  G  Q  A  Q  E  L  V  G  M  L  N  T 
 
       210       220       230       240       250 
         |         |         |         |         | 
CGGCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC 
  
  A  M  V  S  K  G  E  E  L  F  T  G  V  V  P  I   
             GFP 
 
    = vorhergesagte Spaltungstelle 
 
6. Anhang 
 - 127 - 
Konstrukt TPI-GAPDH aus Laminaria saccharina   
 
Nukleotid- und Aminosäuresequenz 
 
         10        20        30        40        50 
         |         |         |         |         |  
GAATTCATGTTCTCCGCAGCACTCTCCGCCGCCGGGGCTAAGGCCCCCTC  
 Rot 370 (+) 
      M  F  S  A  A  L  S  A  A  G  A  K  A  P  S   
 
         60        70        80        90        100  
         |         |         |         |         |  
CGCCGCTCGCGGCTTTGCCTCCAGCGCCTCCCGAATGTCGGGACGCAAGT  
 
 A  A  R  G  F  A  S  S  A  S  R  M  S  G  R  K  F 
 
         110       120       130       140 
         |         |         |         |     
TCTTCGTGGGAGGCAACTGGAAGTGCAACGGGTCCATGGCG  
                 Rot 372 (-) 
  F  V  G  G  N  W  K  C  N  G  S  M  A 
                                    GFP 
 
    = vorhergesagte Spaltungstelle 
 
6. Anhang 
 - 128 - 
Konstrukt PGK 2 aus Phaeodactylum tricornutum   
 
Nukleotid- und Aminosäuresequenz 
 
         10        20        30        40        50 
         |         |         |         |         | 
GATGGGAGCAAATACCGCAACTCCTCCCGTATCATCATGTTGTTCCGTAT 
   Rot 306 (+) 
                                    M  L  F  R  M  
 
         60        70        80        90          
         |         |         |         |           
GTTGACTTCAACGGCTTTGCGGCGTTCACCAGTAACCACCAGCTTGACCT 100 
 
 L  T  S  T  A  L  R  R  S  P  V  T  T  S  L  T  C 
 
         110       120       130       140       150 
         |         |         |         |         | 
GTTGCTGTAAAGCAAATGCTTTTGCAGTCCGAATTCGTAGCTTTCACGCT 
 
  C  C  K  A  N  A  F  A  V  R  I  R  S  F  H  A   
 
          160       170       180       190         
          |         |         |         |           
GCCCCAGTGATCCAAGCCAAAATGACGGTCGAGCAACTGGCCCAGCAAGC 200 
       Rot 355 (-) 
A  P  V  I  Q  A  K  M  T  V  E  Q  L  A  Q  Q  A 
 
         210       220       230       240       250 
         |         |         |         |         |   
CATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGG   
 
 M  V  S  K  G  E  E  L  F  T  G  V  V  P  I  L  V   
  GFP 
 
    = vorhergesagte Spaltungstelle 
 
6. Anhang 
 - 129 - 
Konstrukt Enolase aus Phaeodactylum tricornutum   
 
Nukleotid- und Aminosäuresequenz 
 
         10        20        30        40        50 
         |         |         |         |         |  
GAATTCCGTATTGTTCGTATTCGTTTACCGTTAGCTAAACACATTCACAG  
Inv 75 (+)         
 
         60        70        80        90          
         |         |         |         |           
TATGATGTGGAGTCGTCCAGTGCTCCGCCGCAATATTTCTACGACGCGCG 100 
 
 M  M  W  S  R  P  V  L  R  R  N  I  S  T  T  R  A 
 
         110       120       130       140       150 
         |         |         |         |         |   
CGTCGTCGTCGTCGCGTCGTTTCCTGTCGGCCATTACGGGTGTCCACGGA   
 
  S  S  S  S  R  R  F  L  S  A  I  T  G  V  H  G     
                              
 
         160       170       180       190         
         |         |         |         |           
CGCGAAATCATCGACAGTCGGGGGAATCCCACCGTCGAAGTCGACGTGAC 200 
 
R  E  I  I  D  S  R  G  N  P  T  V  E  V  D  V  T  
 
         210       220       230        
         |         |         |          
GACGGCGCAGGGAACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT 
    Inv 76 (-) 
 T  A  Q  G  T  M  V  S  K  G  E  E  L 
                                       GFP 
 
    = vorhergesagte Spaltungstelle 
 
6. Anhang 
 - 130 - 
Konstrukt Phosphoglyceratmutase aus Phaeodactylum tricornutum  
 
Nukleotid- und Aminosäuresequenz 
 
        10        20        30        40        50 
         |         |         |         |         | 
GAATTCTCTCCCCAAGGTGCCTTCAACAATCACTTTGCTTCCTGTTTAAA 
 Inv 206 (+) 
 
         |         |         |         |           
ACTATGTTTGCTGTTTCACGTTCCAGCTTTCTCCTCGCCACTCGGGTTAA 100 
   M  F  A  V  S  R  S  S  F  L  L  A  T  R  V  K  
 
         |         |         |         |         | 
AACTCTGCGCAGCTTTGCTGCCGTACAGGCTGCCGACAAGCACACGCTCG 
 T  L  R  S  F  A  A  V  Q  A  A  D  K  H  T  L  V 
 
         |         |         |         |           
TCCTCGTGCGTCATGGGGAGTCTACATGGAACCTCGAGAACAAATTCACT 200 
  L  V  R  H  G  E  S  T  W  N  L  E  N  K  F  T   
 
         |         |      
GGATGGTACGACTGCCCCATGGTG  
   Inv 207 (-) 
G  W  Y  D  C  P  M  V   
                GFP 
 
    = vorhergesagte Spaltungstelle 
 
Konstrukt Pyruvatkinase aus Phaeodactylum tricornutum  
 
Nukleotid- und Aminosäuresequenz 
 
         10        20        30        40        50 
         |         |         |         |         | 
GAATTCCTATCGGCGCAGTAAAAAATGATGCGCTCCTTCCTTCGTCACGC 
  Inv3 (+) 
                        M  M  R  S  F  L  R  H  A  
 
         60        70        80        90          
         |         |         |         |           
TCAAGGGCGTGCTTGTGCGCAACATCTCCGCACCATCGGAACGCTCCGAT 100 
 Q  G  R  A  C  A  Q  H  L  R  T  I  G  T  L  R  L 
 
         110       120       130 
         |         |         |   
TGAACCAGATGCCCGTTACCGGAGCCATGG  
            Inv4 (-)  
  N  Q  M  P  V  T  G  A  M     
                           GFP 
 
    = vorhergesagte Spaltungstelle 
6. Anhang 
 - 131 - 
Konstrukt Pyruvatkinase aus Achlya bisexuallis   
 
Nukleotid- und Aminosäuresequenz 
 
         10        20        30        40        50 
         |         |         |         |         | 
GAATTCAACCAGTCGTGTGTTGACCTGATGCTCGCCCGTTCTCTTCGTTC 
  Rot 401(+)   
                           M  L  A  R  S  L  R  S  
 
         60        70        80        90          
         |         |         |         |           
GCGTGCTGTTCGCAGCTTTGCTCGTGGTCTTAGCAACAAACCATCAAAGA 100 
 
 R  A  V  R  S  F  A  R  G  L  S  N  K  P  S  K  N 
 
         110       120       130       140       150 
         |         |         |         |         | 
ATGATGCTTTTTCGATGACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACC  
    Rot 402(-)   
  D  A  F  S  M  T  M  V  S  K  G  E  E  L  F  T   
                                                 GFP 
 
    = vorhergesagte Spaltungstelle 
 
 
Konstrukt Phosphoglyceratmutase aus Phytophthora infestans  
 
Nukleotid- und Aminosäuresequenz 
 
        10        20        30        40        50 
         |         |         |         |         | 
GAATTCGTCTCAGCATGGTTCTCGCTCTACGTCGCCCGCTCGCCATCTCC 
 
              M  V  L  A  L  R  R  P  L  A  I  S   
 
         |         |         |         |           
TCACGCGTGGCCAACCGCTCGTTGGGTATGTTGCGTCAGCAGCAAAAGGC 100 
S  R  V  A  N  R  S  L  G  M  L  R  Q  Q  Q  K  A  
 
         |         |         |         |         | 
CATGAAGCACACGCACACGCTGGTGCTGATCCGTCACGGAGAGAGTGAGT 
 M  K  H  T  H  T  L  V  L  I  R  H  G  E  S  E  W 
 
         |         |         |         |           
GGAACAAGAAGAACCTCTTTACGGGATGGTACGACGTGCAGCTCTCTGAA 200 
  N  K  K  N  L  F  T  G  W  Y  D  V  Q  L  S  E   
 
         |         |    
AAGGGCAATAAGGAGGCCATGG  
K  G  N  K  E  A  M   
                   GFP 
6. Anhang 
 - 132 - 
Enolase aus Phaeodactylum tricornutum 
 
Nukleotid- und Aminosäuresequenz 
 
Consensussequenz der Genomischen und der EST-Sequenzen 
 
         10        20        30        40        50        60        70        80        90          
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
TAAAAACGTATTGTTCGTATTCGTTCACCGTTAGCTAAACACATTCACAGTATGATGTGGAGTCGTCCAGTGCTCCGCCGCAGTATTTCTACGACGCGCG 100 
                                                   M  M  W  S  R  P  V  L  R  R  S  I  S  T  T  R  A 
 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
CGTCGTCGTCGTCGCGTCGTTTCCTGTCGGCCATTACGGGTGTCCACGGACGCGAAATCATCGACAGTCGGGGGAATCCCACCGTCGAAGTCGACGTGAC 200 
  S  S  S  S  R  R  F  L  S  A  I  T  G  V  H  G  R  E  I  I  D  S  R  G  N  P  T  V  E  V  D  V  T  
 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
GACGGCGCAGGGAACCTTCACCGCGTCGGTGCCGTCCGGAGCTTCCACCGGCATTTACGAAGCTTCCGAACTCCGGGACGGCGGATCGCGGTACATGGGC 300 
 T  A  Q  G  T  F  T  A  S  V  P  S  G  A  S  T  G  I  Y  E  A  S  E  L  R  D  G  G  S  R  Y  M  G   
 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
AAGGGCGTCCTCACCGCCGTCAAGAACGTCAACACCATTCTGGCCGACGCCGTTATGGGCATGGATACTGCCGATCAGCGAGCGATTGATCAAGTCATGC 400 
K  G  V  L  T  A  V  K  N  V  N  T  I  L  A  D  A  V  M  G  M  D  T  A  D  Q  R  A  I  D  Q  V  M  L 
 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
TGGCGACGGACGGATCGCCCAACAAGGCCAATCTAGGCGCCAACGCGATCTTGGGCATTTCCCTCGCCATTAGCAAAGCCGGTGCGGCGTCGCGTGGCAT 500 
  A  T  D  G  S  P  N  K  A  N  L  G  A  N  A  I  L  G  I  S  L  A  I  S  K  A  G  A  A  S  R  G  I  
 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
TCCCTTGTGGCAGCACTACGCCGACATTGCCGGCAATCCCATCCCGCACACCCTCCCGGTGCCCTGTTTCAACGTTATTAACGGTGGCGAACACGCGGGC 600 
 P  L  W  Q  H  Y  A  D  I  A  G  N  P  I  P  H  T  L  P  V  P  C  F  N  V  I  N  G  G  E  H  A  G   
 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
AACAAACTCGCTTTCCAGGAGTTCTTTGTCATTCCTACCGGTGCCGCGACCTTTACCGAATCCATGTCGATTGGTTGCGAAATCTTTCACAACTTGAAAA 700 
N  K  L  A  F  Q  E  F  F  V  I  P  T  G  A  A  T  F  T  E  S  M  S  I  G  C  E  I  F  H  N  L  K  K 
 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
AGGTCATCAAGGGAAAGTTCGGTGGTGACGCTACCCTCATTGGGGATGAAGGCGGATTTGCGCCGCCCTGCGATGTGGAAAGCGGCCTTGATATGATCAT 800 
  V  I  K  G  K  F  G  G  D  A  T  L  I  G  D  E  G  G  F  A  P  P  C  D  V  E  S  G  L  D  M  I  M  
 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
GGAAGCCGCCGACTTGGCCGGATACACGGACAAGATCTCCGTTGGTCTCGACGTGGCCAGTTCCGAATTCAAAGTCAAAGGAAAGGACCAGTACGATTTG 900 
 E  A  A  D  L  A  G  Y  T  D  K  I  S  V  G  L  D  V  A  S  S  E  F  K  V  K  G  K  D  Q  Y  D  L   
 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
GATTTCAAAACAACCGGCGCCGATAAGGATACCTCCGCCGTCAAGTCTGGTGACGAAATGATCGCCTACTACAAGGCATTGATTGACAAGTATCCTATTG 
1000 
D  F  K  T  T  G  A  D  K  D  T  S  A  V  K  S  G  D  E  M  I  A  Y  Y  K  A  L  I  D  K  Y  P  I  V 
 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
TGACGATCGAAGATCCCTTTGACCAGGACGACTGGACCAACTGGAGCAAGATTGTTGCGCAAGTCGGTGAAAAGGTACAAATCGTTGGAGACGATTTGAC 
1100 
  T  I  E  D  P  F  D  Q  D  D  W  T  N  W  S  K  I  V  A  Q  V  G  E  K  V  Q  I  V  G  D  D  L  T  
 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
CGTTACAAACCCGGTCAAGATTCAACAAGCCGTCGARGAAAAGGCCGCCAACTGTTTGCTSCTCAAGGTCAACCAGATTGGTTCCATCTCCGAATCCATC 
1200 
 V  T  N  P  V  K  I  Q  Q  A  V  X  E  K  A  A  N  C  L  L  L  K  V  N  Q  I  G  S  I  S  E  S  I   
 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
GACGCCGTCAAACTTTCCAAGCAGAACGGCTGGGGCGTTATGACCTCGCACCGCTCGGGAGAAACCGAAGACAACTACATTGCCGATCTCGCCGTTGGAC 
1300 
D  A  V  K  L  S  K  Q  N  G  W  G  V  M  T  S  H  R  S  G  E  T  E  D  N  Y  I  A  D  L  A  V  G  L 
 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
TCTGCACCGGTCAAATCAAGACCGGCGCACCCTGCCGCGGCGAACGTACGGCCAAGTACAACCAGTTGCTCCGTATCGAAGAAGAACTCGGCGCCGGCGC 
1400 
  C  T  G  Q  I  K  T  G  A  P  C  R  G  E  R  T  A  K  Y  N  Q  L  L  R  I  E  E  E  L  G  A  G  A  
 
         |         |         |         |         |         |         |         |         |           
CAAATACCCCGGCATGGGATTCCGTAAAACCGAATGGATGGCGTAACTGCAACAACTGTGCAATGATGGACCACCGCAYTAGACTAATTCCGAACAGAGT 
1500 
 K  Y  P  G  M  G  F  R  K  T  E  W  M  A  *    
 
         |         |         |         | 
CGTATGCGAGAGAAAAAGGTTGTATAAAGGTGATTTATA  
6. Anhang 
 - 133 - 
PGK Indel Alignment 
 
  117       131    132        156 
Chondrus      LLENVRFYKEETKND---------------PDFAKKLAANADFFVNDAFGTAHRA 
Laminaria     LLENVRFYPAETKND---------------PAFAKKLAAPFDLFVNDAFGTAHRA 
Isochrysis    LLENTRFYKEEEKND---------------PEFAEKLAANADMFVNDAFGTAHRA 
Cyanidioschy. LLENVRFYPEEEKND---------------PDFARKLAANADLYVNDAFGTAHRA 
Phaeodact. 1  MLENTRFYKEETKND---------------PEFVEKLAAPFDLYVNDAFGTAHRA 
Volvox        LLENVRFYKEEEKND---------------PEFAKKLASNADLYVNDAFGTAHRA 
Chlamymod.    LLENCRFYKEEEKNE---------------PEFAKKLAANADLYVNDAFGTAHRA 
Tobaco cyt    LLENVRFYKEEEKNE---------------PEFAKKLASLADLYVNDAFGTAHRA 
Populus cyt   LLENVRFHKEEEKND---------------PEFAKKLASLAEVYVNDAFGTAHRA 
Arabidopsis   LLENVRFYAEEEKND---------------PEFAKKLAALADVYVNDAFGTAHRA 
Tobaco pla    LLENVRFYKEEEKNE---------------PEFAKKLASLADLYVNDAFGTAHRA 
Populus pla   LLENVRFYKEEEKNE---------------PEFAKKLASMADLYVNDAFGTAHRA 
Arabidopsis   LLENVRFYKEEEKNE---------------PDFAKKLASLADLYVNDAFGTAHRA 
Synechococcus LLENVRFFAEEEKND---------------AGFAEKLAGLADVYVNDAFGAAHRA 
Prochlorococ. LLENVRFFGEEEKND---------------LEFAKKLASHADMYVNDAFGAAHRA 
Nostoc        LLENVRFYKEEEKND---------------PEFAKKLAANADFYVNDAFGTAHRA 
P. ramorum    LLENVRFYKQETKNE---------------PEFAKQLAHGADIYVNDAFGTAHRA 
P. sojae      LLENVRFYKQETEND---------------PEFAKQLAHSADIYVNDAFGTAHRA 
Achlya        LLENLRFHAEEEKND---------------PAFAQALAKDIDIFVNDAFGTAHRA 
Phaeodac. 2   LLENTRFYSGETKND---------------PELAAGLGKLADYFVMDAFGTAHRA 
Neisseria     MLQNVRINKGEKKND---------------LELGKAYASLCDVFVNDAFGTAHRA 
Bordetella    LLENCRGNVGEKKDD---------------EGLSRKMAALCDVYVNDAFGTAHRA 
Yersinia      VLENVRFNKGEKKDD---------------EALSKKYAALCDVYVMDAFGTAHRA 
E. coli       VLENVRFNKGEKKDD---------------ETLSKKYAALCDVFVMDAFGTAHRA 
Vibrio        VLENVRFNKGEKKNE---------------EALSKQYAALCDIFVMDAFGTAHRA 
Treponema     MLENTRFHKEETSKEK-----------AEQQILAKELSLYGDIYVNDAFGTAHRS 
Borrelia      LLENVRFYAEEEKND---------------KNFAKKLSENGDVFVNDAFGAAHRA 
Cryptosporid. LLENLRFHLAEEGKGVNENGEKVKATPEEIEAFRKSLSSLGDIYVNDAFGTAHRA 
Plasmodium    LLENLRFHIEEEGKGVDANGNKVKANKEDVEKFQNDLTKLADVFINDAFGTAHRA 
Tetrahymena   LLENLRFHAEEEGKSIDAAGNKVKADPKAVKEFRKSLTSLGDLYVNDAFGTAHRA 
Glaucoma      LLENLRFHIEEEGKAVDAAGNKVKADPKAVKEFRKSLTNLGDLFFNDAFGTAHRA 
Paramecium    LLENLRFHIQEEGKGLDANGAKIKADKESVKKFRKELSALGDIYVNDAFGTAHRA 
Guillardia    LLENVRFHVEEEGKGEVN-GEKIKADPAKVKDFRASLRKLADVYVSDAFGTAHRA 
Pavlova       LLENLRFHIEEEGKATTESGEKLKADPAKVAAFRASLAKLGDVYVSDAFGTAHRA 
Euglena pla   LLENVRFYAEEEGKGLDAEGNKVKASPEAVAAFPKSLAKVADVYVNDAFGTAHRA 
P. ramorum    LLENLRFHVEEEGKGKDAEGNKVKASPEAVAAFRASLSKLGDVYVNDAFGTAHRA 
P. infestans  LLENLRFHVEEEGKGKDAEGNKTKASSEAVAAFRASLSKLGDVYVNDAFGTAHRA 
Gallus        LLENLRFHVEEEGKGKDASGNKIKADAAKVEAFRASLSKLGDVYVNDAFGTAHRA 
Xenopus       LLENLRFHVEEEGKGKDAAGNKVKADAAKVDAFRASLSKLGDVYINDAFGTAHRA 
Homo          LLENLRFHVEEEGKGKDASGNKVKAEPAKIEAFRASLSKLGDVYVNDAFGTAHRA 
Mus           LLENLRFHVEEEGKGKDASGNKVKAEPAKIDAFRASLSKLGDVYVNDAFGTAHRA 
Drosophila    LLENVRFYVEEEGKGLDASGGKVKADPAKVKEFRASLAKLGDVYVNDAFGTAHRA 
C. elegans    LLENLRYHLEEEGKGVDASGAKVKADSAAVKKFRESLTKLGDIYVNDAFGTAHRA 
Aspergillus   LLENLRFHAEEEGSSKDAEGKKVKADKEKVEEFRKGLTALGDVYINDAFGTAHRA 
Yarrowia      LLENLRFHPEEEGSHKDADGKKIKADPAKVEEFRKSLTSLADVYVNDAFGTAHRA 
S. pombe      LLENLRFHIEEEGS-AKVDGKKVKADASAVEAFRKSLTSLGDIFVNDAFGTAHRA 
S. cerevisiae LLENLRYHIEEEGSRK-VDGQKVKASKEDVQKFRHELSSLADVYINDAFGTAHRA 
Candida       LLENLRYHIEEEGSSKDKDGKKVKADPEAVKKFRQELTSLADVYINDAFGTAHRA 
Camphylobact. LLENLRFEKGETKND---------------ENLAKELASMVQVYINDAFGVCHRA 
Helicobact.   LLENIRFLRGEEEND---------------ENLAKDLASLCDVFVNDAFGTSHRK 
Crithidia     LLENVRFYAEEGSKKE-----------EERDAMAKVLAAYGDVYVSDAFGTAHRD 
Leishmania    LLENVRFYAEEGSKKE-----------EERDAMAKVLASYGDVYVSDAFGTAHRD 
Trypanosomas  LLENVRFYSEENGENA-----------EEREAMAKILASYGDVYISDAFGAAHRD 
Euglena cyt   VLENLRFYPHEGSKDK-----------DQRLEMAKKLASYADLYVSDAFGTAHRD 
Phaeodac. 3   LLENLRFYKEEEKNG---------------EDFRKTLASYADGYVNDAFGTSHRA 
              :*:* *    *  .                  :        : :. ****..**  
 
Aminosäureposition bezieht sich auf die Arabidopsis cytosolische PGK. 
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Weblinks: 
   
PSORT       http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/ 
       http://psort.nibb.ac.jp/ 
TargetP     http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/ 
 
Genom und EST-Projekte: 
JGI       http://www.jgi.doe.gov/ 
Phaeodactylum und Thalassiosira   http://avesthagen.sznbowler.com/ 
Phytophthora      http://www.pfgd.org/ 
      http://www.sanger.ac.uk/Projects/P_infestans/ 
Oomyceten      http://www.oomycete.org/ogd/ 
       http://phytophthora.vbi.vt.edu/ 
NCBI       http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
 
DNA to Protein translation:     http://insilico.ehu.es/translate/ 
Multiple Sequence Alignment by CLUSTALW  http://align.genome.jp/ 
PHYML Online:     http://atgc.lirmm.fr/phyml/online.html 
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Accessionnummern der verwendeten Gen- bzw. Proteinsequenzen für die 
phylogenetischen Analysen  
 
Organismus Nummer Datenbank 
    
GAPDH:   
Guillardia theta AAC49702.1 NCBI 
Guillardia theta AAB51331.1 NCBI 
Pyrenomonas salina AAB50954.1 NCBI 
Pyrenomonas salina AAC49703.1 NCBI 
Isochrysis galbana AAQ63753.1 NCBI 
Prymnesium parvum AAQ63760.1 NCBI 
Chondrus crispus CAA51517.1 NCBI 
Gracilaria lemaneiformis AAX20385.1 NCBI 
Mallomonas rasilis AAQ63754.1 NCBI 
Odontella sinensis AAF34328.1 NCBI 
Odontella sinensis AAF34326.1 NCBI 
Odontella sinensis AAF34327.1 NCBI 
Phaeodactylum tricornutum AF063805_1  NCBI 
Phaeodactylum tricornutum AF063804_1  NCBI 
Phaeodactylum tricornutum AF063803_1 NCBI 
Achlya bisexualis AF063107_1  NCBI 
Achlya bisexualis AF063106_1  NCBI 
Apodachlya brachynema AAQ63751.1 NCBI 
Thraustotheca clavata AAQ63762.1 NCBI 
Phytophthora infestans P26988 NCBI 
Phytophthora palmivora AAQ63758.1 NCBI 
Plectospira myriandra AAQ63759.1 NCBI 
Pythium graminicola AAQ63761.1 NCBI 
Amphidinium operculatum BAC87932.1 NCBI 
Amphidinium operculatum BAC87933.1 NCBI 
Gonyaulax polyedra AAD01871.1 NCBI 
Heterocapsa triquetra BAE07174.1 NCBI 
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Polarella glacialis BAC87924.1 NCBI 
Toxoplasma gondii AF265361_2  NCBI 
Danio rerio AAH95386.1 NCBI 
Gallus gallus NP_989636.1 NCBI 
Homo sapiens NP_002037.2 NCBI 
Mus musculus NP_001001303.1 NCBI 
Xenopus laevis AAN59898.1 NCBI 
Gibberella zeae PH-1 XP_386433.1 NCBI 
Neurospora crassa EAA27741.1 NCBI 
Filobasidiella neoformans Q9Y8E9 NCBI 
Phaffia rhodozyma AF006483_1  NCBI 
Ustilago maydis 521 EAK83529.1 NCBI 
Dictyostelium discoideum  AAO52263.1 NCBI 
Physcomitrella patens CAC80387.1 NCBI 
Ranunculus acris P26521 NCBI 
Sphagnum cuspidatum CAC80383.1 NCBI 
Sphagnum cuspidatum CAC80384.1 NCBI 
Zea mays CAA33620.1 NCBI 
Phaeodactylum tricornutum C4  AAU81889 NCBI 
Agrobacterium tumefaciens  C98268 NCBI 
Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 ABA79119.1 NCBI 
Nitrosovibrio sp. RY6A AAW66863.1 NCBI 
Chlamydia trachomatis Q46450 NCBI 
Escherichia coli (ECO1) 
Von MF. Liaud Sequenz 
erhalten 
NCBI? 
Haemophilus influenzae Rd KW20 AAC21680.1 NCBI 
Giardia lamblia P53429 NCBI 
Synechocystis sp. PCC 6803  P49433 NCBI 
Nostoc sp. PCC 7120  P80506 NCBI 
Mastigamoeba balamuthi AF246461_1  NCBI 
Chlamydomonas reinhardtii P49644 NCBI 
Euglena gracilis AAC37245.1 NCBI 
Trypanosomas brucei AAA30198.1 NCBI 
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Cyanophora paradoxa CAC85919.1 NCBI 
Cyanidioschyzon merolae BAC67669.1 NCBI 
Cyanidium sp. 3-8 CR CAC85918.1 NCBI 
Galdieria sulphuraria CAC80066.1 NCBI 
Ochromonas danica CAD54625.1 NCBI 
Ochromonas danica CAD54626.1 NCBI 
Mallomonas rasilis AAQ63755.1 NCBI 
Heterosigma akashiwo AF319448_1  NCBI 
Heterosigma akashiwo AF319449_1  NCBI 
Gracilaria gracilis  P54270 NCBI 
Naegleria andersoni AAC47286.1 NCBI 
Acrasis rosea AAC47287.1 NCBI 
Scenedesmus vacuolatus CAC81012.1 NCBI 
Toxoplasma gondii AF265362_1  NCBI 
Pavlova lutheri AAQ63756.1 NCBI 
Isochrysis galbana AAQ63752.1 NCBI 
Pavlova lutheri AAQ63757.1 NCBI 
   
PGK:   
Phaeodactylum tricornutum (cyto) C0052 ptDB 
Achlya bisexualis (pgk 2ab) Von M.F. Liaud zur Verfügung gestellt 
Volvox carteri Q9SBN4 NCBI 
Cryptosporidium hominis XP_666672.1 NCBI 
Paramecium tetraurelia CAI39026.1 NCBI 
Guillardia theta AAW79328.1 NCBI 
Crithidia fasciculata CAA30342.1 NCBI 
Pavlova lutheri AAW79327.1 NCBI 
Cyanidioschyzon merolae BAD36768.1 NCBI 
Chondrus crispus AAK40345.1 NCBI 
Arabidopsis thaliana AF247560_1 NCBI 
Arabidopsis thaliana NP_176015.1 NCBI 
Nicotiana tabacum cytosol Q42962 NCBI 
Nicotiana tabacum chloroplast Q42961 NCBI 
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Populus nigra BAA33803.1 NCBI 
Populus nigra BAA33802.1 NCBI 
Chlamydomonas reinhardtii AAQ14241.1 NCBI 
Phaeodactylum tricornutum AF108451_1 NCBI 
Phaeodactylum tricornutum AF108452_1 NCBI 
Gallus gallus NP_990316.1 NCBI 
Drosophila melanogaster CAA78404.1 NCBI 
Caenorhabditis elegans P91427 NCBI 
Xenopus tropicalis NP_001016545.1 NCBI 
Plasmodium falciparum 3D7 NP_704764.1 NCBI 
Tetrahymena pyriformis AAB58243.1 NCBI 
Glaucoma chattoni AAB58242.1 NCBI 
Neisseria meningitidis Z2491 CAB83565.1 NCBI 
Bordetella pertussis Tohama I CAE41302.1 NCBI 
Campylobacter jejuni NP_282543.1 NCBI 
Helicobacter pylori 26695 NP_208137.1 NCBI 
Synechococcus sp. RS9917 ZP_01079384.1 NCBI 
Prochlorococcus marinus YP_396695.1 NCBI 
Nostoc sp. NP_488171.1 NCBI 
Yersinia pestis CAC89765.1 NCBI 
Escherichia coli K12 AAC75963.1 NCBI 
Vibrio sp. MED222 EAQ53997.1 NCBI 
Aspergillus oryzae BAA05843.1 NCBI 
Saccharomyces cerevisiae CAA42329.2 NCBI 
Candida albicans AAA66523.1 NCBI 
Yarrowia lipolytica CLIB122 CAG80930.1 NCBI 
Schizosaccharomyces pombe NP_596730.1 NCBI 
Trypanosoma brucei CAJ15981.1 NCBI 
Leishmania major AAC12659.1 NCBI 
Euglena gracilis AAU11483.1 NCBI 
Euglena gracilis AAU11484.1 NCBI 
Isochrysis galbana AAW79325.1 NCBI 
Laminaria digitata CAB61334.1 NCBI 
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Phytophthora infestans AAN31474.1 NCBI 
Treponema denticola ATCC 35405 NP_972319.1 NCBI 
Borrelia garinii YP_072505.1 NCBI 
Homo sapiens AAA60078.1 NCBI 
Mus musculus NP_032854.2 NCBI 
   
ENO:   
Wolbachia sp. wMel wol:WD0494 TIGR 
Anaplasma marginale ana:AM600 TIGR 
Ehrlichia ruminantium eru:Erum4840 TIGR 
Silicibacter pomeroyi sil: SPO2474 TIGR 
Methanosarcina mazei mma: MM2836 TIGR 
Methanopyrus kandleri mka: MK1647 TIGR 
Gloeobacter violaceus gvi:gll2121 TIGR 
Eimeria tenella AF353515_1 NCBI 
Paramecium tetraurelia AF348927_1 NCBI 
Plasmodium falciparum BAA76924.1 NCBI 
Toxoplasma gondii AAP24058.1 NCBI 
Methanococcus jannaschii AAB98220.1 NCBI 
Pyrococcus horikoshii NP_143772.1 NCBI 
Bacillus subtilis NP_391270.1 NCBI 
Escherichia coli K12 NP_417259.1 NCBI 
Synechocystis sp. PCC 6803 NP_442937.1 NCBI 
Guillardia theta AF348933_1 NCBI 
Rhodomonas salina AF348931_1 NCBI 
Entamoeba histolytica AAA80166.1 NCBI 
Leishmania major CAB94039.1 NCBI 
Mastigamoeba balamuthi AF348478_1 NCBI 
Trypanosoma brucei brucei AF152348_1 NCBI 
Schizosaccharomyces pombe T39737 NCBI 
Thalassiosira pseudonana Protein ID:97684 JGI 
Thalassiosira pseudonana Protein ID: 40771 JGI 
Caenorhabditis elegans Q27527 NCBI 
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Drosophila melanogaster CAA34895.1 NCBI 
Gallus gallus BAA07133.1 NCBI 
Homo sapiens Q05524 NCBI 
Cyanidioschyzon merolae CDS #1051  
Genom 
Projekt 
Mastocarpus papillatus AF348920_1 NCBI 
Mastocarpus papillatus AF348921_1 NCBI 
Prionitis lanceolata AF348923_1 NCBI 
Prionitis lanceolata AF348924_1 NCBI 
Chara corallina AF348914_1 NCBI 
Chlamydomonas reinhardtii P31683 NCBI 
Nitella opaca AF348915_1 NCBI 
Arabidopsis thaliana NP_181192.1 NCBI 
Oryza sativa AAC49173.1 NCBI 
Phytophthora infestans AAN31479.1 NCBI 
Heterocapsa triquetra AAU20794.1 NCBI 
Heterocapsa triquetra AAR97555.1 NCBI 
Saccharomyces cerevisiae NP_011770.1 NCBI 
Phytophthora ramorum Protein ID 72298 JGI 
Phytophthora ramorum Protein ID 72151 JGI 
Phytophthora sojae Protein ID 109144 JGI 
Heterosigma akashiwo AAR97548.1 NCBI 
Phytophthora palmivora AAR97552.1 NCBI 
Thraustotheca clavata AAR97554.1 NCBI 
Phytophthora infestans AAN31479.1 NCBI 
Apodachlya brachynema AAR97547.1 NCBI 
Apodachlya brachynema AAR97546.1 NCBI 
Phaeodactylum tricornutum AAR97551.1 NCBI 
   
PYK:   
Trichoderma reesei JN0780 NCBI 
Corynebacterium diphtheriae NP_939895.1 NCBI 
Geobacillus stearothermophilus Q02499 NCBI 
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Solanum tuberosum CAA37727.1 NCBI 
Nicotiana tabacum CAA82628.1 NCBI 
Homo sapiens CAA39849.1 NCBI 
Phaeodactylum tricornutum 2a AAU81894 NCBI 
Phaeodactylum tricornutum 11 AAU81892 NCBI 
Phaeodactylum tricornutum a AAU81893 NCBI 
Phaeodactylum tricornutum N AAU81891 NCBI 
Glycine max AAM94348 NCBI 
Arabidopsis thaliana NP_196474.1  NCBI 
Aspergillus niger Q12669 NCBI 
Saccharomyces cerevisiae NP_009362.1 NCBI 
Bacillus subtilis NP_390796.1 NCBI 
Clostridium perfringens NP_563065.1 NCBI 
Pyrococcus horikoshii OT3 NP_142537.1 NCBI 
Methanocaldococcus jannaschii  NP_247072.1 NCBI 
Drosophila melanogaster NP_524448.3 NCBI 
Caenorhabditis elegans NP_502029.1 NCBI 
Agrobacterium vitis P70789  NCBI 
Zymomonas mobilis AAC28104.1  NCBI 
Escherichia coli CFT073 NP_754160.1 NCBI 
Pseudomonas aeruginosa PAO1 AAG07717.1 NCBI 
Leishmania mexicana Q27686 NCBI 
Trypanoplasma borreli Q27788 NCBI 
Neisseria meningitidis Z2491 NP_283027.1  NCBI 
Phytophthora ramorum gwEuk.114.88.1 JGI 
Phytophthora ramorum gwEuk.38.65.1 JGI 
Phytophthora ramorum gwEuk.86.11.1 JGI 
Phytophthora sojae estExt_fgenesh1_pm.C_350013 JGI 
Phytophthora sojae estExt_fgenesh1_pm.C_950013 JGI 
Phytophthora sojae estExt_Genewise1.C_390035 JGI 
Eimeria tenella O44006 NCBI 
Plasmodium falciparum 3D7 XP_966251.1 NCBI 
Plasmodium chabaudi XP_744992.1 NCBI 
6. Anhang 
 - 142 - 
 
 
Abkürzungen  
°C    Grad Celsius 
% (v/v)   Volumenprozent 
% (w/v)  Gewichtprozent 
A   Adenin 
AA, AS   Aminosäure 
Abb.    Abbildung 
Aco    Aconitase 
ATP    Adenosintriphosphat 
bp, kb    Basenpaare, Kilobasenpaare 
BLAST  Basic Local Alignment Search Tool 
c    Konzentration (in mg/ml) 
cDNA    copy/complemetary Desoxyribonukleinsäure 
CER   chloroplastidäres Endoplasmatisches Reticulum 
dATP   desoxy-Adenosintriposphat 
dCTP   desoxy-Cytidintriphosphat 
dNTP    Desoxyribonukleosidtriphosphat 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
DNase   Desoxyribonuklease 
DTT    Dithiotreitol 
E   Einstein 
EC   Enzyme Commission 
EDTA   Ethylendiamid-N, N, N', N'-tetraacetat 
eGFP/egfp  enhanced green fluorescent protein 
Cryptosporidium hominis XP_666420.1 NCBI 
Toxoplasma gondii BAB47171.1 NCBI 
Achlya bisexualis AAU81895.1 NCBI 
Achlya bisexualis AAU81896.1 NCBI 
Phaeodactylum tricornutum 
estExt_gwp_GeneWisePlus.C_1
50206 
JGI 
Phaeodactylum tricornutum gw1.18.28.1 JGI 
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ENO    Enolase (2-Phospho-D-Glycerat Hydrolase) 
EST   expressed sequence tag 
et al.    et alii 
EtOH   Ethanol 
FBA    Fructose-1,6-bisphosphat Aldolase  
FBP    Fructose-1,6-bisphosphatase 
fcpA/B  Fucoxanthin Chlorophyll a/b bindendes Protein 
g    Gramm, Erdbeschleunigung 
GapA/B   plastidäre GAPDH (Calvin-Zyklus), Protein 
gapA/B  plastidäre GAPDH (Calvin-Zyklus), Gen 
GAPDH   Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase, Protein 
gapdh   Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase, Gen 
GapC    cytosolische GAPDH (Glykolyse), Protein 
gapC   cytosolische gapdh (Glykolyse), Gen 
GapC1   plastidäre GAPDH (Calvin-Zyklus) der Chromista, Protein 
gapC1   plastidäre gapdh (Calvin-Zyklus) der Chromista, Gen 
GapC2   cytosolische GAPDH (Glykolyse) der Chromista, Protein 
gapC2   cytosolische gapdh (Glykolyse) der Chromista, Gen 
GapC3/4  mitochondriale GAPDH (Glykolyse) der Heterokonten, Protein 
gapC3/4  mitochondriale gapdh (Glykolyse) der Heterokonten, Gen 
GFP   green fluorescent protein 
h    Stunde(n) 
Hsp   heat shock protein 
HZI   Helmholtz Zentrum für Infektionsforschung 
IPTG    Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
JGI   Joint Genome Institute 
kDa   Kilo Dalton 
l    Liter 
LBA   long branch attraction 
LSM   Laser Scan Mikroskop 
M   Molar 
µ, m    mikro, milli 
Mbp   Megabasenpaare 
min    Minute(n) 
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mRNA   messenger Ribonukleinsäure 
n    nano 
NAD(P)H   Nicotinasäureamid-Adenin-Dinukleotid, P = Phosphat 
NCBI   National center für biotechnology information 
Nr.    Nummer 
nt    Nukleotide 
OD    optische Dicht  
PCR    Polymerasekettenreaktion 
PGK    Phosphoglyceratkinase 
PGM   Phosphoglyceratmutase 
PYK/PK  Pyruvatkinase 
RACE-PCR  Rapid amplifikation of cDNA ends-PCR 
RNA   Ribonukleinsäure 
RNase   Ribonuklease 
rpm, Upm   Umdrehungen pro Minute 
RT    Raumtemperatur 
RT-PCR   Reverse Transkriptase Polymerase Ketten Reaktion 
SDS    Natriumdodecylsulfat 
sec    Sekunde(n) 
TAE    Tris/Acetat/EDTA-Puffer 
TE    Tris/EDTA-Lösung 
TIC   translocon on the inner envelope of chloroplasts 
TIGR   The institute for Genomic Research, MD, USA 
TIM   translocon on the inner envelope of mitochondria 
TOC   translocon on the outer envelope of chloroplast 
TOM   translocon on the outer envelope of mitochondria 
TPI    Triosephosphat Isomerase 
Tris/HCl   Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan 
ü.N.    über Nacht 
UTEX   University of Texas, Algensammlung 
UV    Ultraviolett 
Vol    Volumen 
X-Gal    5-Brom-4-chlor-indolyl-β-D-galactopyranosid 
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